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ABSTRAKT  
V zájmu pacientů a společnosti je, aby zdravotnické laboratoře pracovaly na vysoké 
profesní úrovni, protože rozhodování o diagnóze, prognóze a postupu léčení je založeno na 
výsledcích a interpretaci laboratorního vyšetření. Pochybení v této oblasti může vést 
k poškození zdraví pacienta. Uživatelé služeb zdravotnických laboratoří  nemusí mít 
dostatečnou schopnost posoudit, zda laboratoř pracuje na žádoucí úrovni. Chtějí mít však 
záruku, že laboratoře produkují validní informace.  
Cílem akreditace je oficiální uznání laboratoře, že je způsobilá provádět specifické 
zkoušky a činnosti, na jejichž výsledcích je stanovována diagnóza. Akreditace laboratoří je 
založena na externím posouzení schopnosti laboratoře poskytovat služby na vysoké úrovni. 
Proto je nutné, aby laboratoř poskytla informace o shodě s požadavky uvedenými 
v příslušném metodickém pokynu a o systému řízení jakosti, včetně interního a externího 
zabezpečení jakosti, který musí být uveden v  Příručce jakosti. Mezi výrazné klady akreditace 
laboratoří pracujících v oblasti zdravotnictví patří standardizace procesů, prokazatelnost 
správnosti výsledků, personální politika a prestiž pracoviště. 
ABSTRACT  
It is in the interest of the patients and society that the medical laboratories’ work is on 
high level from the professional point of view as deciding on diagnosis, prognosis and 
treatment is based on the results and interpretation of laboratory findings. Error in this sphere 
may cause impairment of the patient’s health. Users of medical laboratory services may not 
have sufficient ability to judge whether the laboratory works on desirable level. However, 
they want to have guarantee that the laboratories give valid information.  
Aim of the accreditation is official acknowledgement of the laboratory’s eligibility for 
carrying out specific examinations and actions the results of which are basis for making 
diagnosis. Accreditation of laboratories is based on external assessment of the laboratory’s 
ability to provide high-level services. Therefore, it is necessary that the laboratory provides 
information on agreement with requirements laid in the corresponding guideline as well as 
information on the system of quality control including internal and external quality assurance 
which must be defined in the Quality manual. Significant positive qualities of the 
accreditation of laboratories working in the sphere of health services are process 
standardisation, provable correctness of results, personnel management and reputation of the 
work place. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
ISO normy, akreditace, příručka jakosti, SOP  
KEYWORDS 
ISO standards, accreditation, quality manual, SOP 
 
 
 
 
4 
ŽŮROVÁ, V. Zpracování příručky jakosti pro akreditované laboratoře. Brno: Vysoké 
učení technické v Brně, Fakulta chemická, 2008. 169 s. Vedoucí diplomové práce prof. 
RNDr. Milada Vávrová, CSc. 
 
 
……………...……………………. 
                 podpis studenta 
 
 
 
 
 
 
PROHLÁŠENÍ 
Prohlašuji, že diplomová práce byla vypracována samostatně a že všechny použité literární 
zdroje jsou správně a úplně citovány. Tato práce je z hlediska obsahu majetkem Chemické 
fakulty Vysokého Učení Technického v Brně a může být využita ke komerčním účelům jen se 
souhlasem vedoucího diplomové práce a děkana FCH VUT.   
 
 
        ……………...……………………. 
                 podpis studenta 
 
 
 
 
 
 
Poděkování 
Děkuji tímto prof. RNDr. Miladě 
Vávrové, CSc. za podporu, vstřícnost a 
pomoc při vedení mé diplomové práce. 
Také děkuji Bc. Simoně Karmazínové za 
umožnění vypracování praktické části 
diplomové práce ve spolupráci s její 
biochemickou laboratoří. 
Děkuji své rodině za všestrannou 
podporu a zázemí. 
 
 
 
 
 
5
OBSAH 
Abstrakt ...................................................................................................................................... 3 
Abstract ...................................................................................................................................... 3 
Klíčová slova.............................................................................................................................. 3 
Keywords ................................................................................................................................... 3 
1. ÚVOD ................................................................................................................................ 10 
2. Teoretická část.................................................................................................................... 11 
2.1. Účel a platnost ...................................................................................................... 11 
2.2. Vymezení zkratek a pojmů................................................................................... 11 
2.2.1. Zkratky ......................................................................................................... 11 
2.2.2. Pojmy ........................................................................................................... 11 
2.3. Představení Oddělení klinické biochemie Brno ................................................... 11 
2.4. Požadavky na management .................................................................................. 12 
2.4.1. Organizace a řízení....................................................................................... 12 
2.4.1.1. Právní identita.......................................................................................... 12 
2.4.1.2. Služby zdravotnické laboratoře ............................................................... 12 
2.4.1.3. Odpovědnosti pracovníků laboratoře ...................................................... 12 
2.4.1.4. Návrh, zavedení, udržování a zlepšování systému managementu jakosti12 
2.4.2. Systém managementu kvality....................................................................... 12 
2.4.2.1. Uložení dokumentace .............................................................................. 12 
2.4.2.2. Kontrola kvality....................................................................................... 13 
2.4.2.3. Řízení jakosti ........................................................................................... 13 
2.4.3. Politika jakosti.............................................................................................. 13 
2.4.4. Příručka jakosti............................................................................................. 14 
2.4.5. Přístroje, činidla a analytické systémy ......................................................... 14 
2.5. Řízení dokumentů ................................................................................................ 14 
2.5.1. Dokumenty OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. ................................ 14 
2.5.2. Označení dokumentů systému managementu jakosti................................... 15 
2.6. Přezkoumání smluv .............................................................................................. 15 
2.6.1. Postupy při přezkoumání smluv................................................................... 15 
2.6.2. Záznamy o přezkoumání .............................................................................. 15 
2.6.3. Rozsah přezkoumání .................................................................................... 15 
2.6.4. Informace pro klienty laboratoře.................................................................. 16 
2.6.5. Změna smlouvy po zahájení práce ............................................................... 16 
2.7. Vyšetřování ve smluvních laboratořích................................................................ 16 
2.7.1. Výběr smluvní laboratoře............................................................................. 16 
2.7.2. Přezkoumání smluv ze smluvními laboratořemi.......................................... 16 
2.7.3. Seznam smluvních laboratoří ....................................................................... 16 
2.7.4. Odpovědnost za dodání výsledků ze smluvní laboratoře ............................. 16 
2.8. Externí služby a dodávky ..................................................................................... 16 
 
 
 
 
6 
2.8.1. Výběr a použití ............................................................................................. 16 
2.8.2. Systém řízení dodávek ................................................................................. 17 
2.8.3. Hodnocení dodavatelů.................................................................................. 17 
2.9. Poradenské služby ................................................................................................ 17 
2.10. Vyřizování stížností.......................................................................................... 17 
2.11. Zjištění a řízení neshod .................................................................................... 17 
2.11.1. Obecné předpisy........................................................................................... 17 
2.11.2. Identifikace příčin neshod ............................................................................ 17 
2.11.3. Vydávání výsledků v případě neshod........................................................... 18 
2.12. Opatření k nápravě ........................................................................................... 18 
2.12.1. Postup opatření............................................................................................. 18 
2.12.2. Dokumentace změn ...................................................................................... 18 
2.12.3. Sledování přijatých opatření......................................................................... 18 
2.12.4. Mimořádné audity ........................................................................................ 18 
2.13. Preventivní opatření ......................................................................................... 18 
2.13.1. Identifikace zdrojů neshod ........................................................................... 18 
2.13.2. Postup opatření............................................................................................. 19 
2.14. Neustálé zlepšování.......................................................................................... 19 
2.14.1. Plány zlepšování........................................................................................... 19 
2.14.2. Stanovení úkolů a jejich audit ...................................................................... 19 
2.14.3. Práce s výsledky přijatých opatření.............................................................. 19 
2.14.4. Výuka a vzdělání.......................................................................................... 19 
2.15. Záznamy o kvalitě a technické záznamy.......................................................... 19 
2.15.1. Postupy řízení záznamů................................................................................ 19 
2.15.2. Vedení záznamů ........................................................................................... 19 
2.15.3. Archivace ..................................................................................................... 19 
2.16. Interní audity .................................................................................................... 20 
2.16.1. Vnitřní audit ................................................................................................. 20 
2.16.2. Postupy ......................................................................................................... 20 
2.16.3. Výsledky....................................................................................................... 20 
2.17. Přezkoumání vedením...................................................................................... 20 
2.17.1. Přezkoumání laboratorního systému managementu jakosti ......................... 20 
2.17.2. Postup přezkoumání vedením ...................................................................... 20 
2.17.3. Péče o pacienta ............................................................................................. 21 
2.17.4. Záznamy z přezkoumání .............................................................................. 21 
2.18. Technické požadavky....................................................................................... 21 
2.18.1. Pracovníci..................................................................................................... 21 
2.18.1.1. Personální politika ................................................................................. 21 
2.18.1.2. Způsobilost vedoucího laboratoře ......................................................... 21 
2.18.1.3. Odpovědnost vedoucího laboratoře....................................................... 21 
 
 
 
 
7
2.18.1.4. Personální zdroje ................................................................................... 22 
2.18.1.5. Školení personálu .................................................................................. 22 
2.18.1.6. Povinnosti a odpovědnosti pracovníků.................................................. 22 
2.18.1.7. Přístup do LIS........................................................................................ 23 
2.18.1.8. Vzdělávání pracovníků .......................................................................... 23 
2.18.1.9. Školení k předcházení a zvládání nepříznivých událostí....................... 23 
2.18.1.10. Hodnocení způsobilosti pracovníků .................................................... 23 
2.18.1.11. Pracovníci vykonávající odborné posudky.......................................... 23 
2.18.1.12. Zachování mlčenlivosti ....................................................................... 23 
2.19. Umístění a podmínky prostředí ........................................................................ 24 
2.19.1. Umístění OKB.............................................................................................. 24 
2.19.2. Podmínky prostředí ...................................................................................... 24 
2.19.3. Odběrová místnost........................................................................................ 24 
2.19.4. Návrh a prostředí laboratoře......................................................................... 24 
2.19.5. Provádění neslučitelných činností ................................................................ 24 
2.19.6. Přístup do laboratoře .................................................................................... 24 
2.19.7. Komunikační systém.................................................................................... 24 
2.19.8. Laboratorní sklady........................................................................................ 25 
2.19.9. Úklid pracovních prostor.............................................................................. 25 
2.20. Laboratorní zařízení ......................................................................................... 25 
2.20.1. Vybavení laboratoře ..................................................................................... 25 
2.20.2. Prokazování účinnosti a schopnosti zařízení................................................ 25 
2.20.3. Identifikace přístrojové techniky.................................................................. 25 
2.20.4. Záznam o laboratorní přístrojové technice................................................... 25 
2.20.5. Obsluha......................................................................................................... 25 
2.20.6. Údržba zařízení ............................................................................................ 26 
2.20.7. Postup při poruše zařízení ............................................................................ 26 
2.20.8. Omezení kontaminace laboratorního zařízení.............................................. 26 
2.20.9. Kalibrační zařízení ....................................................................................... 26 
2.20.10. Přezkoušení zařízení................................................................................. 26 
2.20.11. Používání počítačů a automatických vyšetřovacích přístrojů .................. 26 
2.20.12. Postupy pro manipulaci se zařízením....................................................... 26 
2.20.13. Korekční faktory ...................................................................................... 27 
2.20.14. Zabezpečení zařízení ................................................................................ 27 
2.21. Postupy předcházející vyšetření ....................................................................... 27 
2.21.1. Žádanka ........................................................................................................ 27 
2.21.2. Postup pro odběr primárních vzorků ............................................................ 27 
2.21.3. Identifikace primárního vzorku.................................................................... 27 
2.21.4. Doprava vzorků ............................................................................................ 28 
2.21.5. Evidence přijatých vzorků............................................................................ 28 
 
 
 
 
8 
2.21.6. Kritéria pro přijetí nebo odmítnutí primárních vzorků................................. 28 
2.21.7. Přezkoumání požadavků na objem vzorků................................................... 28 
2.21.8. Přezkoumání požadavků klientů .................................................................. 28 
2.21.9. Postup pro práci s urgentními primárními vzorky ....................................... 28 
2.21.10. Identifikace podílu primárního vzorku..................................................... 28 
2.21.11. Ústní požadavky na vyšetření vzorku ...................................................... 29 
2.21.12. Skladování vzorků.................................................................................... 29 
2.22. Postupy vyšetření ............................................................................................. 29 
2.22.1. Výběr metod a postupů ................................................................................ 29 
2.22.2. Validace metod............................................................................................. 29 
2.22.3. Dokumentace vyšetřovacích postupů a jejich dostupnost............................ 29 
2.22.4. Účel použití .................................................................................................. 30 
2.22.5. Seznam postupů............................................................................................ 30 
2.22.6. Referenční rozmezí ...................................................................................... 30 
2.22.7. Změny vyšetřovacích postupů...................................................................... 30 
2.23. Zabezpečení jakosti postupů vyšetření............................................................. 30 
2.23.1. Interní řízení jakosti ..................................................................................... 30 
2.23.2. Odhad nejistoty měření ................................................................................ 30 
2.23.3. Kalibrace a návaznost systému .................................................................... 31 
2.23.4. Externí hodnocení kvality ............................................................................ 31 
2.23.5. Postup ověřování porovnatelnosti výsledku měření na různých přístrojích 31 
2.23.6. Záznamy z mezilaboratorního porovnávání................................................. 31 
2.24. Postupy následující po vyšetření ...................................................................... 31 
2.24.1. Přezkoumání výsledků vyšetření.................................................................. 31 
2.24.2. Skladování vzorků........................................................................................ 31 
2.24.3. Likvidace vzorků.......................................................................................... 31 
2.25. Vydávání výsledků ........................................................................................... 32 
2.25.1. Forma zprávy................................................................................................ 32 
2.25.2. Doručení výsledkových listů ........................................................................ 32 
2.25.3. Výsledkové zprávy....................................................................................... 32 
2.25.4. Popis provedených vyšetření........................................................................ 32 
2.25.5. Oznámení o nevhodné kvalitě vzorku.......................................................... 32 
2.25.6. Archivace protokolů ..................................................................................... 32 
2.25.7. Varovná rozmezí .......................................................................................... 32 
2.25.8. Výsledek vyšetření ....................................................................................... 32 
2.25.9. Telefonické předávání výsledků................................................................... 33 
2.25.10. Změny výsledkových zpráv ..................................................................... 33 
2.26. Etika v laboratorní medicíně ............................................................................ 33 
3. Praktická Část – Stadardní operační postupy..................................................................... 34 
3.1. SOP pro stanovení koncentrace močoviny  v séru a moči ................................... 34 
 
 
 
 
9
3.2. SOP pro stanovení koncentrace  kreatinu v séru a moči ...................................... 41 
3.3. SOP pro stanovení koncentrace sodných kationtů v séru a moči......................... 50 
3.4. SOP pro stanovení koncentrace draselných kationtů v séru a v moči.................. 59 
3.5. SOP pro stanovení koncentrace chloridových aniontů v séru a v moči ............... 70 
3.6. SOP pro stanovení koncentrace vápníku v séru a v moči .................................... 79 
3.7. SOP pro stanovení koncentrace celkového bilirubinu v séru............................... 89 
3.8. SOP pro stanovení koncentrace přímého bilirubinu v séru.................................. 97 
3.9. SOP pro stanovení aktivity alaninaminotransferázy (ALT)............................... 105 
3.10. SOP pro stanovení aktivity asparátaminotransferázy (AST) v séru............... 114 
3.11. SOP  pro stanovení aktivity alkalické fosfatázy (ALP) v séru....................... 123 
3.12. SOP  pro stanovení koncentrace cholesterolu v séru ..................................... 131 
3.13. SOP pro stanovení koncentrace HDL – cholesterolu v séru .......................... 140 
3.14. SOP  pro stanovení koncentrace triacylglycerolů v séru................................ 147 
3.15. SOP  pro stanovení koncentrace C reaktivního proteinu (CRP) v séru ......... 156 
4. Závěr................................................................................................................................. 163 
5. Seznam použitých literárních zdrojů................................................................................ 164 
6. Seznam použitých zkratek a symbolů .............................................................................. 169 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
1. ÚVOD 
Základem péče o pacienta je využití služeb zdravotnické laboratoře, která musí být 
připravena splnit požadavky pacientů i personálu odpovědného za tyto pacienty.  
Mezi dílčí části této služby patří preanalytická fáze, analytická fáze a fáze postanalytická, 
které v sobě zahrnují především odběr materiálu, biologické vlivy, identifikaci, dopravu a 
skladování materiálu, dále sem zařazujeme vyšetření základní i speciální, součástí je také 
bezpečná likvidace již nepotřebného materiálu. Následné ověření, interpretace a předkládání 
zpráv je nutnou samozřejmostí každé laboratoře pracující v rámci Ministerstva Zdravotnictví 
ČR. 
Nedílnou součástí  je hodnocení bezpečnosti a etiky práce zdravotnické laboratoře. Proto je 
nutné a žádoucí, aby každá zdravotnická laboratoř měla nastaven systém managementu 
jakosti podle platných  norem a standardů. 
Cílem teoretické části této diplomové práce bylo zpracování Příručky jakosti pro fiktivní 
biochemickou laboratoř, a to  pro jednodušší pochopení příslušných norem. Tato Příručka 
jakosti vychází z normy ČSN EN ISO 15189:2007, Metodického pokynu MPA 10-02-04 
Českého institutu pro akreditaci, o.p.s. a informací k akreditaci, které specifikuje Národní 
autorizační středisko pro klinické laboratoře při České lékařské společnosti Jana Evangelisty 
Purkyně.  
Praktická část diplomové práce obsahuje Standardní operační postupy (SOP) pro vybrané 
analyty, které se stanovují v biochemické laboratoři, SOP jsou součástí zpracované Příručky 
jakosti. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Účel a platnost 
Příručka jakosti popisuje systém managementu jakosti, který je vytvořen v Oddělení 
klinické biochemie zdravotnické laboratoře v Brně dle požadavků normy ČSN EN ISO 
15189:2007[1]. 
Příručka jakosti je platná pro Oddělení klinické biochemie v Brně a je určena pro 
pracovníky pracující v této laboratoři, pro potřeby auditů a pro potřeby prezentace systému 
managementu jakosti. 
2.2. Vymezení zkratek a pojmů 
2.2.1. Zkratky 
SMJ –systém managementu jakosti 
OKB – oddělení klinické biochemie 
LIS – laboratorní informační systém 
EHK – externí hodnocení kvality 
2.2.2. Pojmy 
Dokumentace SMJ – organizační a řídící dokumenty popisující činnosti při uplatňování 
systému managementu jakosti a požadavků normy ISO 15189.2007, u kterých jsou pro 
zajištění jejich správnosti  přesně stanovena pravidla pro jejich řízení. 
Řízení dokumentace – zajištění dodržování standardních postupů pro identifikaci, 
vydávání, distribuci, evidování  a ukládání dokumentace s cílem udržovat dokumenty 
v kompletním a aktuálním stavu. 
Záznam – dokument, ve kterém jsou uvedeny dosažené výsledky a záznamy o 
provedených činnostech. 
Technické vedení OKB – přednosta OKB, vedoucí analytik OKB, VŠ analytici na úsecích, 
metrolog, manažer jakosti, vedoucí laborant, správce LIS. 
Externí dokumentace – dokumenty zařazené do SMJ, které byly vydány jinými institucemi. 
Laboratorní zařízení – přístroje, činidla, analytické systémy, referenční a spotřební 
materiál. 
Validace metody – postup, který vede k poskytnutí objektivního důkazu, že všechny 
požadavky potřebné pro zamýšlené použití jsou splněny. Úkolem validace je stanovení 
rozsahu a správnosti výsledků metod [1, 2]. 
2.3. Představení Oddělení klinické biochemie Brno 
Oddělení klinické biochemie (OKB) v Brně provádí vyšetření v oblasti klinické biochemie 
OKB je rozděleno na 3 úseky (úsek rutinní biochemie, úsek statim biochemie a úsek 
ambulantní). 
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Pracovníci OKB provádějí laboratorní vyšetření v rozsahu daném vedoucím laboratoře. 
Také velmi úzce spolupracují s ambulantními lékaři, a to především v oblasti interpretace 
laboratorních výsledků. 
2.4. Požadavky na management 
2.4.1. Organizace a řízení 
2.4.1.1. Právní identita  
Právní identita: Oddělení klinické biochemie, zdravotnická laboratoř Brno. 
Adresa: Purkyňova 464/118, 612 00 Brno 
Obchodní firma: ALA s.r.o., Purkyňova 464/118, 612 00 Brno 
IČ: 41384856, DIČ: CZ8704066151 
Jednatel společnosti: MUDr. Alexander Veliký, MBA 
2.4.1.2. Služby zdravotnické laboratoře 
Oddělení klinické biochemie poskytuje úplné laboratorní služby v oblasti klinické 
biochemie včetně odpovídající interpretace a poradenských služeb. Služby jsou navrženy tak 
aby splňovaly potřeby pacientů a všech pracovníků kteří jsou za péči o pacienty odpovědni. 
Specifikace nabízených služeb je uvedena v Laboratorní příručce [3]. 
2.4.1.3. Odpovědnosti pracovníků laboratoře 
Plnění požadavků systému managementu jakosti a aktivní podíl na jeho udržování je 
základní odpovědností všech zaměstnanců OKB [1].  
Míra odpovědností a pravomoci zaměstnanců jsou stanoveny v pracovních náplních 
zaměstnanců, v provozních řádech a organizačních směrnicích. Vedení OKB při jejich 
stanovení dbá na to aby nedošlo ke střetu zájmů, nebo ovlivnění vyšetření a také aby bylo 
zajištěno zachování mlčenlivosti zaměstnanců. Tyto povinnosti jsou ošetřeny v popisech 
pracovních funkcí [4, 5]. 
2.4.1.4. Návrh, zavedení, udržování a zlepšování systému managementu jakosti 
Za návrh, zavedení, udržování a zlepšování systému managementu jakosti odpovídá vedení 
OKB. Tyto záležitosti jsou nastaveny a dokumentovány touto příručkou jakosti a dále jsou 
jednotlivě rozpracovány v provozních řádech a v Laboratorní příručce. Vedení laboratoře také 
zajišťuje vhodné způsoby komunikace v laboratoři [6]. 
2.4.2. Systém managementu kvality 
2.4.2.1. Uložení dokumentace 
Všechny obecné předpisy, procesy a programy včetně postupů a návodů musí být 
zadokumentovány a uloženy tak, aby byly přístupné všem pracovníkům, kterých se týkají.  
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Vedení musí zajistit aby dokumenty byly srozumitelné, byly vždy aktuální a šlo je 
bezprostředně uvést do praxe [2, 6]. 
2.4.2.2. Kontrola kvality 
Systém managementu kvality zahrnuje vnitřní řízení kvality a účast v programech 
externího hodnocení kvality [7]. 
2.4.2.3. Řízení jakosti 
Cílem systému managementu jakosti je zajistit u všech činností a procesů probíhajících na 
OKB jako základní standart jejich vysokou úroveň a kvalitu s minimálním výskytem neshod, 
dále plnění požadavků klienta a neustálé zlepšování ve všech oblastech systému 
managementu jakosti [8]. Hlavními prvky řízení jakosti jsou:  
Organizační zajištění 
Stanovení řídící struktury, technického vedení. S tím úzce souvisí  jmenování managera 
pro jakost. Součastně musí být také zajištěno řízení neshod, nápravných a preventivních 
opatření a prověřování funkčnosti a efektivnosti systému managementu jakosti formou 
interních auditů [7]. 
Personální zajištění 
Při přijímání a výběru nových pracovníků dohlížet na dodržování kvalifikačních 
předpokladů pro jednotlivé pracovní zařazení a neustále jejich kvalifikaci zvyšovat systémem 
školení a kontrolou znalostí [4].  
Technické zajištění 
Odpovídající stav všech prostor a zařízení, zpracování standardních operačních postupů, 
zajistit dostupnost pracovních návodů, jejich dodržování a zajištění aktuálních vyšetřovacích 
postupů. Technické vedení bude provádět činnosti spojené s metrologií a také interní a externí 
kontroly kvality včetně zajištění účasti v externím hodnocení kvality [9, 10]. 
Administrativní zajištění 
Zahrnuje zajištění existence dokumentace popisující organizační zajištění, řízení procesů a 
činností, zajištění přenosu a kontroly údajů. Dále odpovídá za vedení záznamů o provedených 
činnostech a za  evidenci přístrojové techniky [8]. 
Komunikace s klienty OKB a jejich informovanost 
Informování o službách a prováděných vyšetřeních, o správném odběru primárních vzorků 
a o způsobu uchovávání vzorků a jejich  dopravě do vyšetřovací laboratoře. Musí být 
zpracován systém umožňující reagování na požadavky klientů, vyřizování stížností klientů a 
jejích námitek [4, 11]. 
2.4.3. Politika jakosti 
Přednosta OKB stanovuje, ve spolupráci s managerem pro jakost a vedoucími pracovníky 
měřitelné cíle jakosti tak, aby byly konzistentní s politikou jakosti.  
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Také určuje odpovědné osoby za jejich plnění a termín dosažení cíle. Politika a cíle jakosti 
jsou pravidelně přezkoumávány [6, 12]. 
2.4.4. Příručka jakosti 
Příručka jakosti OKB zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. popisuje způsob naplnění 
požadavků normy ISO15189:2007 „Zdravotnické laboratoře – Zvláštní požadavky na kvalitu 
a způsobilost“. Za základ při zpracování této příručky bylo vzato členění kapitol normy 
ISO15189:2007 [1, 13, 14]. V Příručce jakosti je popsán systém managementu jakosti OKB, 
struktura dokumentace a dokumentované postupy systému managementu jakosti, které 
zajišťují naplnění požadavků systému managementu jakosti s cílem naplnit požadavky normy 
ISO15189:2007 Požadavky na jakost a způsobilost laboratorních vyšetření [1,13]. 
Příručka jakosti musí být dostupná všem pracovníkům. Vedoucí pracovník odpovídá za 
dostupnost Příručky jakosti a také s jejím obsahem seznamuje všechny pracovníky. Se všemi 
změnami v Příručce jakosti seznamuje zaměstnance pravidelně minimálně dvakrát za rok. 
Seznámení s obsahem příručky jakosti stvrdí všichni zaměstnanci laboratoře podpisem 
Prohlášení zaměstnance [14]. 
2.4.5. Přístroje, činidla a analytické systémy 
OKB zdravotnické laboratoře Brno s.r.o., má stanovený a zavedený postup, kterým 
pravidelně monitoruje a prokazuje správnou kalibraci a funkčnost přístrojů, činidel a 
komplexních analytických systémů. Nedílnou součástí je kontrola a aktualizace návodů na 
použití, kontrolu, kalibraci a údržbu . Tyto návody jsou umístěny na dostupném místě a 
informace o provedených kontrolách jsou zavedeny v Knihách přístrojů a to včetně podpisu 
odpovědných osob [8]. 
2.5. Řízení dokumentů 
2.5.1. Dokumenty OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. 
Dokumentace systému managementu se skládá ze tří částí. 
První stupeň interní dokumentace: 
Zde jsou zahrnuty řídící dokumenty OKB      
¾ Příručka jakosti 
¾ Provozní řád 
¾ Zápisy z porad a závěry 
¾ Závazné pokyny vedoucího oddělení 
Druhý stupeň interní dokumentace: 
Zde jsou zahrnuty organizační dokumenty      
¾ Organizační směrnice 
¾ Program zabezpečení jakosti 
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a dokumentace pro externí účely  
¾ Laboratorní příručka 
¾ Pokyny pro lékaře a pacienty 
     Třetí stupeň interní dokumentace: 
Zde jsou odborné dokumenty OKB  
¾ Standardní operační postupy 
¾ Pracovní postupy a návody [13, 14]  
2.5.2. Označení dokumentů systému managementu jakosti 
Dokumenty jsou označeny identifikačním číslem, názvem, jménem zpracovatele a 
schvalovatele dokumentů. Dokument také obsahuje v záhlaví celkový počet stran dokumentu.  
2.6. Přezkoumání smluv 
OKB má zaveden a udržuje postup pro přezkoumání požadavků klientů, nabídek a 
smluvních vztahů. Tento postup zajišťuje jasné definování požadavků klientů a nabídku 
vhodných vyšetřovacích metod OKB [3, 10]. 
2.6.1. Postupy při přezkoumání smluv 
Postup pro přezkoumání smluv na OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. je stanoven 
interním předpisem Přezkoumání smluv, ve kterém je uveden i postup pro přezkoumání 
žádanek vyšetření primárního vzorku. V interním předpisu Přezkoumání smluv je zaveden i 
postup pro přezkoumání správného vyplnění žádanky, zahrnijící i odběr a příjem primárních 
vzorků na OKB [1]. 
2.6.2. Záznamy o přezkoumání 
Záznamem o přezkoumání požadavku je na žádance podpis pracovníka, který tuto činnost 
provedl. Svým podpisem potvrzuje kompletnost požadavků, přijetí a splnění požadavků ze 
strany laboratoře. Pokud bude provedena změna, doplnění či dodatek, zaznamená se na 
příslušné žádance [13]. 
V případě přezkoumání smluv je nutný jako potvrzující také podpis vedoucího OKB.  
Uvedené pravidlo se týká i placených externích služeb, dodávek zařízení a spotřebního 
materiálu, které mohou ovlivnit systém managementu jakosti laboratoře [1].  
2.6.3. Rozsah přezkoumání 
Všechny přijaté požadavky na vyšetření, smlouvy uzavřené s klienty i dodavateli OKB 
Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. podléhají procesu přezkoumání.  
Minimálně jedenkrát ročně jsou přezkoumávány způsoby a rozsah spolupráce OKB 
Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. s externími dodavateli [14]. 
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2.6.4. Informace pro klienty laboratoře 
Klienti i pracovníci OKB jsou informováni o každé změně v poskytované službě, nebo 
změně provozu OKB formou tištěných zpráv a zasíláním emailů. 
V případě, že je při příjmu materiálu a jeho vyšetření zjištěna závažnější odchylka od 
smlouvy, jako je třeba nevhodný dodaný materiál, opožděné dodání výsledků vyšetření, nebo 
neúplné a nepřesné vyplnění žádanky, je klient informován takovým zpúsobem, který je 
uveden v Laboratorní příručce OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. [4, 6]. 
2.6.5. Změna smlouvy po zahájení práce 
Při vzniku nutnosti změnit již uzavřenou smlouvu, podléhá přezkoumání navrhovaných 
změn stejnému procesu, jako přezkoumání původní smlouvy [1]. 
Změny smluvních vztahů pro přijetí materiálů se řeší dle uvedení v laboratorní příručce 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. 
2.7. Vyšetřování ve smluvních laboratořích 
2.7.1. Výběr smluvní laboratoře 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. spolupracuje s externí laboratoří, ve které je 
zajištěna vysoká kvalita vyšetření i spokojenost klienta. OKB zajišťuje, aby vybraná smluvní 
laboratoř byla kvalitní a odborně kompetentní k provádění žádaných vyšetření [1]. 
2.7.2. Přezkoumání smluv ze smluvními laboratořemi 
Podle pravidel uvedených v předpisu Přezkoumání smluv se smlouvy a dohody o 
poskytování služeb se smluvní laboratoří přezkoumávají jedenkrát ročně. 
2.7.3. Seznam smluvních laboratoří 
Soupis smluvních laboratoří je vypracován v Seznamu smluvních laboratoří. Tento seznam 
je uložen na OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. 
2.7.4. Odpovědnost za dodání výsledků ze smluvní laboratoře 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. je vždy odpovědné za dodání vzorků a žádanek 
do smluvní laboratoře a přenos jejich výsledků zpět ke klientům. Samozřejmostí je 
kontrolování a evidování dodaných výsledků [13]. 
2.8. Externí služby a dodávky 
2.8.1. Výběr a použití 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. má svými předpisy stanovené požadavky pro 
výběr, kvalitu spotřebního materiálu, zařízení a evidenci a kontrolu externích služeb. Má také 
přijaté postupy a kritéria pro kontrolu, přijetí nebo odmítnutí a skladování spotřebního 
materiálu [15]. 
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2.8.2. Systém řízení dodávek 
Je zaveden systém řízení dodávek, který obsahuje záznamy čísel výrobních šarží  všech 
používaných činidel, kontrolních materiálů a kalibrátorů, součástí je datum přijetí do 
laboratoře a datum vydání do spotřeby [16]. 
2.8.3. Hodnocení dodavatelů 
Hodnocení se provádí minimálně jednou ročně. Záznamy z hodnocení, seznam 
odsouhlasených dodavatelů je uložen na oddělení OKB, ktré následně informuje dodavatele o 
výsledcích hodnocení [16]. 
2.9. Poradenské služby 
V kompetenci vedoucího oddělení OKB, případně určeného pracovníka dle náplně práce, 
je poskytování rady pro volbu vyšetření a používání služeb OKB. Samozřejmostí je také 
úplná interpretace výsledků.  
Pracovníci laboratoře se jedenkrát měsíčně pravidelně setkávají s klinickými pracovníky ke 
konzultací v oblasti nových poznatků vědy a jejich implementaci do společné odborné 
činnosti [17]. 
2.10. Vyřizování stížností 
Cílem OKB je spokojenost klienta, proto se všechny stížnosti řeší objektivně a pokud 
možno ihned. O všech stížnostech, přijatých nápravných opatřeních a zpětného informování 
klienta se pořizují záznamy [4].  
Postup pro řešení stížností je uveden v dokumentu Vyřizování stížností. 
2.11. Zjištění a řízení neshod  
2.11.1. Obecné předpisy 
Neshodná práce, která způsobí, že některá část vyšetření není ve shodě z požadavky 
systému managementu jakosti na kvalitu vyšetření, je identifikována a řízena určenými 
pracovníky tak, aby byla urychleně stanovena opatření k odstranění problému [1]. Součastně 
je také  zvažován lékařský význam neshodného vyšetření, případně je neshodné vyšetřování 
ihned zastaveno a jsou neprodleně přijata nápravná opatření. Výsledky které již byly vydány 
jsou podle potřeby buď staženy, nebo vhodným způsobem označeny a prodiskutovány 
s klientem. Každá neshoda je vedením laboratoře vyhodnocena a přezkoumána a je zahájena 
preventivní činnost, aby k nim dále nedocházelo [6]. 
2.11.2. Identifikace příčin neshod 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. při zjištění možnosti opakovaného výskytu 
neshody, nebo podezření na špatně nastavený systém managementu jakosti usiluje o přijetí 
efektivního nápravného opatření, jehož cílem je řešit příčinu, a to tak, aby ji v co nejvyšší 
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míře z celého procesu eliminoval. Tyto případy je nutné zaznamenat do dokumentu Zjištění a 
řízení neshod [4]. 
2.11.3. Vydávání výsledků v případě neshod 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. má stanoveny postupy pro vydávání výsledků 
v případě neshod a to v dokumentu Zjištění a řízení neshod, Laboratorní příručka, který tvoří 
jednu z kapitol Příručky jakosti. 
2.12. Opatření k nápravě 
2.12.1. Postup opatření 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. má stanoven postup opatření k nápravě, tento 
postup obsahuje speciální způsob  vyšetření ke zjištění základní příčiny,  která způsobila 
neshodu [1, 14]. Záznam o vyřešení opatření k nápravě je v Příručce jakosti v kapitole 
Neshody a nápravná opatření. 
2.12.2. Dokumentace změn 
V případě nápravného opatření, kdy je nutná změna pracovního postupu jsou tyto změny 
charakterizovány v dokumentu Neshod a nápravných opatření, který tvoří jednu z kapitol  
Příručky jakosti. 
2.12.3. Sledování přijatých opatření 
Vedoucí OKB sleduje výsledky všech přijatých opatření k nápravě a závěry a úkoly z něj 
plynoucí zaznamená do dokumentu Neshod a nápravných opatření. 
2.12.4. Mimořádné audity 
Mimořádný audit je prováděn v případě, že při zjištění neshody, nebo v případě 
nápravného opatření je pochybnost o souladu s obecnými předpisy a postupy systému 
managementu jakosti [10, 13]. 
2.13. Preventivní opatření 
2.13.1. Identifikace zdrojů neshod 
Preventivní opatření má za cíl odhalovat potenciální zdroje neshod. Je nutné nalézt 
potřebné zlepšení a zabránit tak vzniku neshod a současně zajistit průběžné zvyšování kvality 
práce [11]. Na OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. je zaveden a sledován plán jejich 
provedení, které umožňují identifikaci potenciálních zdrojů neshod [1]. 
Vše je zavedeno v dokumentu Preventivní opatření, který tvoří jednu z kapitol Příručky 
jakosti. 
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2.13.2. Postup opatření 
Opatření k prevenci zahrnuje analýzu údajů, analýzu trendů a rizik včetně externího 
zajištění kvality [18]. 
2.14. Neustálé zlepšování 
2.14.1. Plány zlepšování 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. má vytvořené, dokumentováné a zavedené plány 
zlepšování, a to v dokumentu Neustálé zlepšování, který tvoříjednu z kapitol Příručky jakosti, 
a to proto, aby byly rozpoznány jakékoliv potencionální zdroje neshody [1]. 
2.14.2. Stanovení úkolů a jejich audit 
Dokument Neustálé zlepšování obsahuje pravidla, umožňující neustálé zlepšováníprocesů 
a činností probíhajících v OKB a zejména v oblasti poskytovaných služeb. 
2.14.3. Práce s výsledky přijatých opatření 
Manager pro jakost odpovídá za zavedení výsledků přijatých opatření do systému 
managementu jakosti oddělení. Následně jsou výsledky vyhodnocovány managmentem   
OKB  [16]. 
2.14.4. Výuka a vzdělání 
Protože je v zájmu zvyšování kvality práce nezbytné neustále zlepšovat odborné znalosti 
pracovníků OKB, vedení OKB zajišťuje pracovníkům přístup ke vhodným výukovým a 
školícím příležitostem, které jsou jasně specifikovány v jejich karierním růstu [15]. 
2.15. Záznamy o kvalitě a technické záznamy 
2.15.1. Postupy řízení záznamů 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. má vypracované a zavedené postupy pro 
identifikaci, sběr, třídění, zpřístupnění, skladování, udržování záznamů o jakosti a 
technických záznamů [1]. 
2.15.2. Vedení záznamů 
Záznamy jsou vedeny tak, aby byly čitelné a jsou skladovány tak, aby byly přístupné a 
nemohlo dojít k jejich poškození, zničení, nebo neoprávněnému přístupu [13]. 
2.15.3. Archivace 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. má vypracovány předpisy určující dobu 
archivace různých záznamů, které se vztahují k systému managementu kvality a výsledkům 
vyšetření, které mají být uchovány po dobu jasně uvedenou v Příručce jakosti [14]. 
Doba archivace jednotlivých typů záznamů je v popsána v dokumentu Řízení záznamů. 
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2.16. Interní audity 
2.16.1. Vnitřní audit 
Interní audity všech prvků systému managementu jakosti jsou pravidelně ověřovány. 
Důraz se klade na prvky a oblasti, kde je rozhodující význam směřován na optimální péči o 
pacienta. Plánování a řízení auditů je prováděno dle postupů uvedených v dokumentu Interní 
audity, který tvoří jednu z kapitol Příučky jakosti [11, 16]. 
2.16.2. Postupy 
Audity provádí manager kvality, který není svým postavením závislý na činnosti, která je 
předmětem auditu. Personál má za úkol a povinnost aktivně s auditory spolupracovat [17]. 
Plán a program auditů, který stanovuje druh auditu, termín konání a časový harmonogram 
v průběhu auditu, je obsažen v dokumentu Interní audity [6]. 
2.16.3. Výsledky 
Výsledky interních auditů jsou ihned po provedení auditu přezkoumány vedením OKB. 
Současně je navržené určité nápravné a preventivní opatření. 
2.17. Přezkoumání vedením 
2.17.1. Přezkoumání laboratorního systému managementu jakosti 
Vedení laboratoře jednou ročně přezkoumává systém managementu kvality laboratoře, aby 
byla zajištěna jejich stálá vhodnost a efektivnost při podpoře optimální péče o pacienta. 
Důvodem je možnost zavedení  nezbytných změn a zlepšení [1,13]. 
2.17.2. Postup přezkoumání vedením 
Tento postup přezkoumání vedením zahrnuje 
¾ Plnění předchozích opatření 
¾ Výsledky hodnocení dodavatelů 
¾ Doporučení pro zlepšování 
¾ Politika jakosti, cíle jakosti, zprávy řídících pracovníků 
¾ Výsledky externích hodnocení jakosti 
¾ Výsledky z externích auditů 
¾ Výsledky z interních auditů 
¾ Sledování příspěvků laboratoře k péči o pacienta, včetně sledování doby odezvy 
laboratoře 
¾ Zpětné vazby na klienta, včetně stížností a souvisejícími ostatními relevantními 
faktory všech zúčastněných stran 
¾ Závěry tohoto přezkoumání jsou součástí dokumentu Zápis z přezkoumání systému 
managementu jakosti [1, 6]. 
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2.17.3. Péče o pacienta 
Hlavní náplní přezkoumání vedením je jakost a vhodnost příspěvku laboratoře k péči o 
pacienta [4]. 
2.17.4. Záznamy z přezkoumání 
Veškeré přezkoumání vedením laboratoře a zjištění z něj vyplývající včetně úkolů a 
navržených opatření k nápravě jsou zadokumentovány v Zápise z přezkoumání systému 
managementu jakosti [4]. 
2.18. Technické požadavky 
2.18.1. Pracovníci 
2.18.1.1. Personální politika 
Pro zabezpečení správných a včasných výsledků vyšetření je nutné zaměstnat vysoce 
kvalifikovaný odborný personál. Z tohoto důvodu se vedení OKB zdravotnické laboratoře 
Brno s.r.o. zavazuje zabezpečit odbornou kvalifikaci zaměstnanců k výkonu jejich činnosti, a 
to se zaměřením na prohlubování jejich dovedností a zvyšování kvality a efektivity práce. 
Dále bude vhodně motivovat zaměstnance k rozvoji jejich schopností, podporovat presentační 
aktivitu i etický podtext jejich práce. Zjišťovat efektivnost provedených opatření 
prostřednictvím hodnocení zaměstnanců, v návaznosti na toto zjištění jim umožnit další 
odborný růst [10]. 
K dosažení tohoto cíle jsou vytvořena kriteria pro vzdělání pracovníků, stanoveny pracovní 
náplně a kvalifikační požadavkypro výkon určité pracovní funkce [1]. 
Technické vedení odpovídá za vývoj, zavádění, interní a externí kontrolu prováděných 
metod. Součástí je i správné zajištění preanalytické fáze včetně odběrových systémů, odběrů 
primárních vzorků a jejich transportu [19]. 
Manager jakosti odpovídá za systém řízení managementu jakosti, plánování auditů a 
kontrol, schvaluje výsledky auditů a úzce spolupracuje s vedením laboratoře. Jeho úkolem je i 
kontrola dodržování systému managementu jakosti u všech zaměstnanců a mezi jeho 
pravomoci patří nařízení nápravného opatření po schválení vedení OKB [1, 2]. 
2.18.1.2. Způsobilost vedoucího laboratoře 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. je řízeno vedoucím laboratoře, který je vybaven 
výkonnou pravomocí a je způsobilý k převzetí odpovědnosti za poskytované služby [1]. 
2.18.1.3. Odpovědnost vedoucího laboratoře 
V pracovní náplni vedoucího laboratoře jsou stanoveny jeho odpovědnosti. Vedoucí 
laboratoře má odpovídající vzdělání a školení pro převzetí odpovědnosti za tyto čínnosti: 
¾ Poskytovat rady osobám požadující informace k výběru zkoušek, používání 
laboratorních služeb a následné interpretace laboratorních údajů 
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¾ Udržovat kontakt a účinně spolupracovat s akreditačními a regulačními institucemi, 
příslušnými správními úředníky, zdravotnickou veřejností a pacienty, jimž jsou 
služby určeny 
¾ Stanovení, zavedení a sledování normy provozování a zlepšování jakosti služeb 
laboratoře 
¾ Zavedení systému managementu kvality 
¾ Sledovat veškerou práci laboratoře, a to tak, aby bylo možno potvrdit, že získané 
údaje jsou spolehlivé 
¾ Pro potřeby laboratoře zajistit dostatek kvalifikovaných pracovníků 
s odpovídajícím dokumentovaným zaškolením 
¾ Plánovat a stanovovat cíle, kterých chce laboratoř dosáhnout, včetně zajišťování 
zdrojů pro jejich dosažení 
¾ Poskytovat dobře fungující a účinné služby 
¾ Podílet se na výukových programech pro laboratorní pracovníky 
¾ Plánovat a řídit výzkum v laboratoři 
¾ Vytvořit bezpečné prostředí laboratoře ve shodě se správnou laboratorní praxí a 
předpisy 
¾ Aktivně se podílet na vyřizování stížností, žádostí nebo návrhů uživatelů 
laboratorních služeb 
¾ Starost o dobrou morálku zaměstnanců 
I když vedoucí laboratoře nevykonává všechny povinnosti osobně, přesto zůstává 
odpovědným za celkový správný chod laboratoře [1, 4, 13]. 
2.18.1.4. Personální zdroje 
Vedení OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. zajišťuje potřebné personální zdroje 
k provádění požadovaných prací a k plnění všech funkcí systému managementu kvality. 
2.18.1.5. Školení personálu 
Každý přijatý pracovník je proškolen ze systému managementu jakosti a jeho uplatňování 
na oddělení, kam je přidělen. Školení je zabezpečeno určeným pracovníkem. Pracovník je 
seznámen s Příručkou jakosti a všemi směrnicemi, které se týkají daného pracovního zařazení. 
Zaměstnanci je v případě nedostatečné odbornosti poskytnut k provádění pracovní činnosti 
adaptační proces a následně je přezkoušen ze zvládnutí požadovaných pracovních činností, a 
v souladu s požadavky na jakost laboratorního vyšetření [4, 10]. 
Na OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. je pravidelně jednou ročně prováděno školení 
ze systému jakosti pro všechny pracovníky OKB. 
2.18.1.6. Povinnosti a odpovědnosti pracovníků 
Odpovědnosti a povinnosti včetně pravomoci jsou stanoveny v rámci dokumentace SMJ a 
v pracovních náplních jednotlivých pracovníků.  
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Tyto jsou kromě toho součástí jejich Popisů pracovní funkce, jehož nedílnou součástí je 
příloha s podrobným popisem pracovní náplně v rámci OKB. Tyto pracovní náplně obsahují i 
stanovení zmocnění pracovníků k provádění zvláštních činností, jako jsou odběry vzorků, 
vyšetření, používání počítačů a přístrojů [1, 5]. 
2.18.1.7. Přístup do LIS 
Na základě pokynů vedoucího OKB mají do LIS přístup pouze ti pracovníci, kterým bylo 
přiděleno identifikační jméno a heslo pro vstup do LIS. Ke každému identifikačnímu jménu 
jsou přidělena příslušná přístupová práva pro jednotlivé aplikace LIS. Odborný dohled nad 
LIS má správce systému [6].  
2.18.1.8. Vzdělávání pracovníků 
Vedení OKB určuje a zajišťuje program průběžného vzdělávání pro všechny úrovně 
pracovníků s ohledem na zajištění jakosti nabízených laboratorních služeb. Zaměstnanci jsou 
také povinni podílet se na sebevzdělávání v rámci celoživotního vzdělávání a udržování si 
požadované odborné kvalifikace [10]. 
2.18.1.9. Školení k předcházení a zvládání nepříznivých událostí 
Pracovníci jsou pravidelně jednou do roka školeni v dodržování zásad Bezpečnosti a 
ochrany zdraví při práci a s provozními řády OKB, které obsahují i pokyny pro předcházení a 
zvládání následků nepříznivých událostí. [15].  
2.18.1.10. Hodnocení způsobilosti pracovníků 
V rámci adaptačního procesu je hodnocena způsobilost každého zaměstnance k provádění 
přidělených úkolů [13]. Nový i stávající zaměstnanci jsou pravidelně školeni a vzdělávání tak, 
aby byli schopni samostatně vykonávat určené pracovní činnosti. Po každém školení je 
prověřena způsobilost zaměstnance k samostatnému provádění školených skutečností [14]. 
2.18.1.11. Pracovníci vykonávající odborné posudky 
Pouze vedoucí OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. může vypracovávat odborné 
posudky k laboratornímu vyšetření. Tyto odborné posudky mají formu názorů, interpretací, 
prognóz či doporučení. Odborní garanti jsou vedeni v Registru zdravotnických pracovníků, 
nebo registru Lékařů, který zajišťuje jejich odborný rozvoj [1, 16]. 
2.18.1.12. Zachování mlčenlivosti 
Pracovníci OKB jsou povinni a musí dodržovat zásadu důvěrnosti informací o pacientech. 
Toto stvrdili svým podpisem v Prohlášení zaměstnance [5]. 
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2.19. Umístění a podmínky prostředí 
2.19.1. Umístění OKB 
OKB je umístěna v takových prostorách které umožňují plnění pracovních úkolů bez 
ohrožení jakosti práce, bezpečnosti pracovníků, postupu řízení kvality a služeb souvisejících s 
péči o pacienta. Skládá se z laboratoří, kancelářských prostor, ambulantní části,  včetně 
čekárny pro pacienty. Laboratorní přístroje jsou pravidelně kontrolovány v rámci firemních 
validací souvisejících se zajištěním potřebných metrologických parametrů a intervalových 
údržeb. Čistota a funkčnost je kontrolována stejným způsobem také v  v ambulantní části, což 
je důležité v souvislosti se správným odběrem vzorků. [1, 14]. 
2.19.2. Podmínky prostředí 
V laboratorní místnosti je zajištěna optimalizace zdrojů energie, osvětlení, větrání a 
odstraňování odpadů. Jsou vytvořeny podmínky k práci dle pracovních návodů výrobce, což 
zahrnuje pravidelné měření teploty a vlhkosti [17]. 
2.19.3. Odběrová místnost 
Odběr primárních vzorků je prováděn v samostatné místnosti, kde je dbáno na pohodlí a 
soukromí pacientů. V případě nevolnosti pacienta je možno ho uložit na pohotovostní lůžko. 
2.19.4. Návrh a prostředí laboratoře 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. má vypracovány postupy, aby lékařské pracovní 
prostředí neovlivňovalo nepříznivě odběr vzorků, nebo jejich vyšetření. Jsou pravidelně 
monitorovány teploty a vlhkosti pracovního prostředí a způsob práce, který musí být zcela 
v souladu s pravovními postupy stanovenými výrobcem [4]. Také je věnována pozornost 
prašnosti, záření, elektromagnetickému rušení, hluku a sterilitě [1]. 
2.19.5. Provádění neslučitelných činností 
Na OKB nejsou laboratoře v kterých by se prováděly činnosti neslučitelné se správnou 
laboratorní praxí a laboratorní etikou [1]. 
2.19.6. Přístup do laboratoře 
OKB je uzavřené pracoviště a cizí osoba bez povolení se zde nemůže pohybovat. 
2.19.7. Komunikační systém 
Oddělení je vybaveno odpovídající výpočetní technikou, vhodným programem LIS, ke 
komunikaci dále slouží telefonní síť [6]. 
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2.19.8. Laboratorní sklady 
Laboratoř má odpovídající skladovací prostory, které vyhovují podmínkám skladování 
činidel a laboratorního materiálu. Skladování a odstraňování nebezpečných odpadů se provádí 
v souladu s platnou legislativou [14]. 
2.19.9. Úklid pracovních prostor 
OKB spolupracuje se speciální firmou, která zajišťuje úklid v laboratoři. 
2.20. Laboratorní zařízení 
2.20.1. Vybavení laboratoře 
OKB Zdravotnická laboratoř Brno s.r.o. je vybavena veškerým zařízením potřebným 
k poskytování služeb, jako je odběr primárních vzorků, příprava a zpracování vzorků, jejich 
chemické a mikrobiologické vyšetřování a skladování [6]. Hlavní přístrojové vybavení, které 
je potřebné k provádění vyšetření,  je uvedeno v Seznamu laboratorního zařízení a přístrojů. 
Při výběru zařízení je kladen důraz na nízkou spotřebu energie a na budoucí likvidaci odpadů 
[1,16]. 
2.20.2. Prokazování účinnosti a schopnosti zařízení 
Je vypracován program pravidelného sledování a prokazování správné kalibrace a funkce 
přístrojů, činidel i analytických systémů. Každý přístroj má svou dokumentaci, kde je 
zaznamenaný program preventivní údržby, který se řídí doporučením výrobce [3]. 
Postupy a pravidla pro prokazování požadované účinnosti a funkčnosti zařízení, 
preventivní údržby a kalibracích jsou obsažena v dokumentech: 
¾ Laboratorní zařízení 
¾ Metrologický řád 
¾ Přístrojové knihy 
¾ Standardní operační postupy 
2.20.3. Identifikace přístrojové techniky 
Každá položka laboratorního zařízení má jednotnou identifikaci a je evidována v Seznamu 
laboratorního zařízení a přístrojů [1]. 
2.20.4. Záznam o laboratorní přístrojové technice 
Veškeré laboratorní zařízení a jeho jednotlivé položky jsou evidovány v Seznamu 
laboratorního zařízení a přístrojů a jsou k němu vedeny záznamy dle požadavků dokumentu 
Laboratorní zařízení. 
2.20.5. Obsluha 
V laboratoři obsluhují zařízení pouze oprávněni a kvalifikovaní pracovníci. Návody na 
použití a údržbu jsou pravidelně aktualizovány [1]. 
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2.20.6. Údržba zařízení 
Pracovníci mají povinnost zacházet s laboratorním zařízením tak, aby nedošlo k jeho 
poškození nebo znehodnocení. Jsou vypracovány Programy preventivní údržby přístrojů na 
základě  doporučení výrobce a v souladu s platnou legislativou. Také jsou vypracovány 
postupy k likvidaci a k bezpečnému zacházení s chemickými látkami. Tyto postupy jsou 
obsaženy v dokumentu Bezpečnosti práce a Nakládání s odpady [6]. 
2.20.7. Postup při poruše zařízení 
Při výskytu poruchy na laboratorním zařízení se obsluha řídí pokyny výrobce. 
2.20.8. Omezení kontaminace laboratorního zařízení 
Před každou opravou či servisem laboratorního zařízení je provedena desinfekce 
přístupných kontaminovaných povrchů přístroje. Seznam opatření pro omezení kontaminace 
zařízení před opravou nebo servisem je pro každé laboratorní zařízení uveden v knize 
přístroje. Tato kniha je přístupná všem pracovníkům, včetně externích pracovníků, kteří 
provádějí opravu či servisní zásah [4]. 
2.20.9. Kalibrační zařízení 
Zařízení vyžadující kalibraci nebo jeho ověření podléhají Metrologickému řádu. Tato 
zařízení  jsou uvedena v seznamech měřidel a označena kalibračním štítkem s datem platnosti 
kalibrace [3]. 
2.20.10. Přezkoušení zařízení 
V případě že bylo zařízení opravováno, nebo předáno do servisu, je před jeho novým 
uvedením do provozu ověřena jeho uspokojivá funkce [1]. 
2.20.11. Používání počítačů a automatických vyšetřovacích přístrojů 
Laboratorní informační systém je používán ke sběru, zpracování, zapisování, podávání 
zpráv, archivaci i opětnému vyhledání údajů o každém vyšetření pacienta. Počítačový 
program má dokumentovaný manuál od výrobce. Přístup do programu je povolen pouze po 
zadání přístupového jména a hesla pracovníka. Počítačový software je dokumentován jako 
vyhovující a validován výrobcem [16].  
2.20.12. Postupy pro manipulaci se zařízením 
Podle návodu výrobce jsou vypracovány postupy pro bezpečné zacházení, dopravu a 
skladování, včetně používání zařízení, aby se předešlo jeho poškození. Postupy jsou uvedeny 
v Knihách přístrojů. 
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2.20.13. Korekční faktory 
Pokud v důsledku kalibrace dojde ke vzniku nutnosti zavádět korekční faktory, jsou tyto 
zapsány do LIS. 
2.20.14. Zabezpečení zařízení 
Zabezpečení zařízení před nevhodnou manipulací je zajištěno proškolením pracovníků a 
absolvováním adaptačního procesu ke zvládnutí požadovaných pracovních činností. Také jsou 
vtvořeny dokumentované postupy k provádění pravidelné kontroly kvality, mimo jiného 
související s   řízeným vstupem do laboratoře [1, 10]. 
2.21. Postupy předcházející vyšetření 
2.21.1. Žádanka 
Žádanky OKB zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. vycházejí z údajů požadovaných 
normou ČSN EN ISO 15189:2007. Jsou sestaveny tak,  aby obsahovaly veškeré nezbytné 
informace potřebné pro identifikaci pacienta a oprávněného žadatele, kromě toho musí 
obsahovat informace o druhu primárního vzorku, požadovaném vyšetření, základních 
klinických informací o pacientovi, datum a čas odběru vzorku a datum a čas přijetí vzorku 
příslušnou laboratoří. Formát žádanky vychází z požadavků klientů laboratoře [1, 3]. 
2.21.2. Postup pro odběr primárních vzorků 
V laboratorní příručce jsou vypracovány návody pro odběr primárních vzorků, tyto návody 
jsou přístupné všem osobám odpovědným za odběry. Návod obsahuje seznam dostupných 
laboratorních vyšetření, informace a návody pro pacienty související s jejich osobní přípravou 
před odběrem. Také obsahují návody na postupy pro přípravu pacienta, identifikační označení 
vzorků a způsobu odběru vzorků [20]. 
2.21.3. Identifikace primárního vzorku 
Všechny primární vzorky jsou běžně sledovatelné pomocí žádanky až 
k identifikovatelnému jedinci. Do laboratoře nesmějí být přijaty primární vzorky, které nejsou 
správně označeny [1]. Pro zajištění této provázanosti jsou pro klienty laboratoře vypracovány 
tyto dokumenty: 
¾ Pokyny k vyplnění žádanek 
¾ Pokyny pro příjem, případně pro nepřijetí primárních vzorků 
¾ Kritéria pro přijetí primárního vzorku 
¾ Kritéria pro nepřijetí primárního vzorku 
¾ Vzorky, které lze za určitých okolností přijmout  
¾ Informace o nepřijetí vzorků 
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2.21.4. Doprava vzorků 
Transport vzorků od klientů z externích pracovišť je zajištěn svozovou službou OKB. 
Biologický materiál je během transportu umístěn ve stojanech k tomu určených, které jsou 
uloženy  v chlazených uzavřených boxech. V chlazených boxech je po dobu převozu 
monitorována teplota. Dokumentace ke vzorkům je uložena zvlášť v igelitových složkách. 
Jsou zajištěny a dodrženy časové limity pro stabilitu zjišťovaných analytů [19, 20]. 
2.21.5. Evidence přijatých vzorků 
Ihned po přijetí jsou všechny přijaté primární vzorky zapsány v LIS v centrálním příjmu, 
zde se automaticky zapíše datum, čas přijetí, jméno zapisujícího pracovníka, pracovník 
rovněž zapíše počet zkumavek a počet žádanek.  
2.21.6. Kritéria pro přijetí nebo odmítnutí primárních vzorků 
OKB vypracovalo a také zveřejnilo kritéria pro přijetí, nebo odmítnutí primárních vzorků 
v dokumentu Laboratorní příručka, který je součástí Příručky jakosti. V případě nezbytnosti 
přijmu poškozených nebo ne  zcela kvalitních vzorků se tento problém vždy uvede do 
poznámky v systému LIS a je obsažen i v protokolu o analýze, a to z důvodu  nutné opatrnosti 
při interpretaci výsledků [11]. 
2.21.7. Přezkoumání požadavků na objem vzorků 
Aby nedocházelo k nedostatečnému odběru primárního vzorku, nebo naopak nadbytečného 
množství vzorku jsou požadavky na objemy vzorků zadokumentovány v Laboratorní příručce. 
Jednou ročně jsou tyto požadavky přezkoumány. 
2.21.8. Přezkoumání požadavků klientů 
Pověřený pracovník laboratoře při přijmu materiálu  k analýze kvalitativně přezkoumává 
požadavky a stav dodaných vzorků  a rozhoduje o tom, která vyšetření je potřeba provést a 
jaké postupy se mají využít [11]. 
2.21.9. Postup pro práci s urgentními primárními vzorky 
Vzorky označené jako „statim nebo vitální indikace“ se zpracovávají přednostně. 
Podrobný postup pro práci je zapsán v dokumentu Laboratorní příručka, který je součástí 
Příručky jakosti. 
2.21.10. Identifikace podílu primárního vzorku 
Na základě identifikace a evidence podílů vzorku v LIS jsou všechny podíly primárního 
vzorku sledovatelné až k primárnímu vzorku. 
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2.21.11. Ústní požadavky na vyšetření vzorku 
Pravidla pro vyřizování ústních požadavků na vyšetření vzorků jsou písemně formulovaná 
v dokumentu Laboratorní příručka. 
2.21.12. Skladování vzorků 
Biologický vzorek se uchovává po určenou dobu za podmínek, které zaručují stabilitu 
vlastností vzorku takovým způsobem, aby bylo možno provést opakovaná vyšetření, případně 
vyšetření dodatečná [13, 20]. 
2.22. Postupy vyšetření 
2.22.1. Výběr metod a postupů 
Na OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. se používají takové postupy vyšetření, které 
jsou popsané v oficiálních doporučeních. 
Závazné Standardní operační postupy, podle kterých se provádějí všechna vyšetření, jsou 
evidována  dokumentu Seznam SOP, který je součástí Příručky jakosti. Dokumenty jsou 
vedeny v aktuální podobě a datum každé aktualizace související s následnou validací je 
zapsán do příslušného dokumentu. 
Pro vyšetření primárního vzorku laboratoř volí zavedenou vyšetřovací metodu. Pokud má 
klient požadavek použít jinou vyšetřovací metodu, je jeho požadavek akceptován pouze jako 
návrh a pouze vedoucí OKB rozhodne, zda li bude tento požadavek akceptován. Pokud není 
akceptován, konzultuje tuto skutečnost vedoucí laboratoře s klientem [1, 11]. 
2.22.2. Validace metod 
Laboratoř používá pouze postupy vyšetření, které jsou vhodné pro daný účel. Každá 
metoda, která je použita pro klinické vyšetřování je před použitím prověřena. Validace je 
prováděna při zavedení každé nové metody, nebo při změně analytického měřícího systému, 
případně při použití jiného diagnostického kitu [21]. 
K potvrzení, že postupy vyšetření jsou vhodné pro daný účel, se používají soupravy 
validované výrobcem a nesoucí označení „IVD-CE“ [9, 22]. 
Vhodnost metody pro daný účel se během každoročního přezkoumání vedením posuzuje 
na základě dosažených výsledků externí kontroly jakosti. [2, 9]. 
2.22.3. Dokumentace vyšetřovacích postupů a jejich dostupnost 
Dokumentované postupy a nezbytné návody jsou dostupné příslušným pracovníkům na 
pracovišti, a to v Příručce jakosti, v kapitolách: 
¾ Standardní operační postupy 
¾ Knihy přístrojů 
Všechny dokumentované postupy jsou součástí řízené dokumentace systému managementu 
jakosti [22]. 
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2.22.4. Účel použití 
Na OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. se používají vyšetřovací postupy pouze 
k zamýšlenému účelu použití tohoto postupu. 
2.22.5. Seznam postupů 
V Laboratorní příručce, která je součástí Příručky jakosti,  jsou sepsány všechny běžné 
postupy vyšetření včetně požadavků na primární vzorky,  její seznam je dostupný všem 
klientům [1]. 
2.22.6. Referenční rozmezí 
Laboratoř dodržuje u souprav při udávání biologických rozmezí doporučení stanovená 
výrobcem. Ve výjimečných případech, například při závazném doporučení odborných 
společností, lze toto referenční rozmezí změnit po konzultaci s výrobcem a verifikaci 
zamýšlené změny zadokumentovat [23, 24]. 
2.22.7. Změny vyšetřovacích postupů 
Laboratoř podává svým klientům vysvětlující informace, pokud má v úmyslu změnit 
postup vyšetření, které by poskytovalo významně odlišné výsledky vyšetření, nebo by mělo 
vliv na způsob jejich interpretace. Změna se provádí formou písemného sdělení a klient s ní 
musí vyslovit písemný souhlas [1, 11]. 
2.23. Zabezpečení jakosti postupů vyšetření 
2.23.1. Interní řízení jakosti 
V laboratoři je systém interního řízení jakosti založen na používání validovaných IVD 
metod, které laboratoř před použitím verifikovala [9]. Vyšetření se provádí dle schválených 
Standardních operačních postupů, podléhá vnitřní kontrole kvality, jejíž nedílnou součástí je 
účast na mezilaboratorních porovnání [22]. Vnitřní kontrola kvality je rovněž zajištěna 
použitím vhodných referenčních materiálů, správnou dokumentací potřebných údajů o 
činidlech v souladu s pokyny výrobce a prováděním pravidelné předepsané údržby laboratorní 
techniky [11, 25]. 
K vyloučení eventuálních chyb se zvýšená pozornost věnuje manipulaci se vzorky, 
manipulaci se žádankami, provádění vlastního vyšetření a způsobu vydávání výsledků 
souvisejících s provedenou analýzou [6]. 
2.23.2. Odhad nejistoty měření 
Obecně jsou k tomu účelu používány výsledky analýz kontrolních vzorků (referenčních 
materiálů),  které se měří k provádění vnitřní kontroly kvality. Potom se provede 
kvalifikovaný odhad spolehlivosti výsledku měření, který se presentuje jako rozsah 
koncentrací ve vztahu k danému výsledku vyšetření, který není s 95% pravděpodobností 
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překročen. V měsíčních intervalech se kontroluje, zdali se hodnoty tohoto údaje významně 
nemění. Pokud ano, musí se pro danou metodu provést nová validace a datum, kdy byla 
aktuálně upravená metoda opět zařazená do souboru SOP, je nutno zaznamenat do patřičné 
dokumentace [2]. 
2.23.3. Kalibrace a návaznost systému 
OKB používá při kalibracích vyšetřovacích metod materiály s deklarovanou návazností na 
mezinárodní referenční materiály [24]. Spolehlivost výsledků se zajišťuje pomocí těchto 
způsobů, a to použitím vhodných referenčních materiálů, které jsou certifikovány pro daný 
druh vyšetření. Současně se musí dokumentovat také účast v mezilaboratorním porovnávání a 
veškerá dokumentace o činidlech a pracovních postupech v případech, kdy je návaznost 
uváděna výrobcem [27]. 
2.23.4. Externí hodnocení kvality 
OKB Zdravotnické laboratoře Brno s.r.o. se účastní oficiálních programů externího 
hodnocení kvality pro všechny vyšetřovací metody, u kterých je to možné, a to v počtu 
minimálně dvou cyklů ročně [18]. 
2.23.5. Postup ověřování porovnatelnosti výsledku měření na různých přístrojích 
Pomocí kontrolních materiálů použitých při externím hodnocení kvality se porovnávají 
výsledky měření, které by se realizovaly na různých přístrojích [18]. 
2.23.6. Záznamy z mezilaboratorního porovnávání 
Potvrzení o časti v mezilaboratorním porovnávání jsou uloženy minimálně po dobu deseti 
let [22]. 
2.24. Postupy následující po vyšetření 
2.24.1. Přezkoumání výsledků vyšetření 
Vedoucí oddělení systematicky přezkoumává výsledky vyšetření, hodnotí jejich shodu 
s dostupnými klinickými informacemi o pacientovi a schvaluje uvolnění výsledku a jeho 
předání zadavateli požadované zkoušky.  Uvolnění každého výsledku předchází kontrola 
analytická, administrativní a lékařská [1]. 
2.24.2. Skladování vzorků 
Vzorky se skladují v souladu s obecnými předpisy platnými pro systém jakosti, které by 
měly být  popsány v Příručce jakosti [20]. 
2.24.3. Likvidace vzorků 
Bezpečná likvidace biologického materiálu se provádí v souladu s obecnými předpisy a je 
uvedena v Příručce jakosti. 
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2.25. Vydávání výsledků 
2.25.1. Forma zprávy 
Laboratoř uvádí své výsledky tak, aby byla zaručena jejich čitelnost, přesnost a jasnost. 
Formální úprava zpráv,  kterou jsou  barva protokolu a písma, případně forma protokolu,  se 
mění po dohodě s klientem [1]. 
2.25.2. Doručení výsledkových listů 
Laboratoř se maximálně snaží dodávat výsledky vyšetření v dohodnutém časovém termínu. 
V případě že dojde k zásadnímu opoždění při vydání výsledku,  informuje vedoucí laboratoře 
o vzniklé situaci neprodleně klienta. 
2.25.3. Výsledkové zprávy 
Výsledková zpráva obsahuje všechny náležitosti a je vydávána ve formě protokolů 
vytvářených v LIS. 
2.25.4. Popis provedených vyšetření 
Popis provedených vyšetření na OKB se řídí Národním číselníkem laboratorních položek 
[26]. 
2.25.5. Oznámení o nevhodné kvalitě vzorku 
V případě nevyhovující jakosti přijatého vzorku je tento údaj oznámen požadujícímu lékaři 
v protokolu a je s ním dohodnuta konzultace a zajištěna náprava [1, 6]. 
2.25.6. Archivace protokolů 
Všechny výsledky laboratorních vyšetření se archivují v elektronické podobě v LIS, 
v tomto prípadě je také zaručena jejich okamžitá dostupnost. Aby nedošlo ke ztrátám 
výsledků, je systém  LIS  pravidelně zálohován [4]. 
2.25.7. Varovná rozmezí 
Pro všechna vyšetření má laboratoř stanoveny varovné a kritické rozmezí hodnot [28]. 
V případě výskytu výsledku vyšetření v kritických intervalech, se výsledek ihned telefonicky 
konzultuje s ošetřujícím lékařem. Výsledek konzultace se zapíše do LIS [23]. 
2.25.8. Výsledek vyšetření 
V laboratoři je zavedena několikanásobná kontrola v oblasti uvolňování výsledků 
laboratorního vyšetření [14]. 
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2.25.9. Telefonické předávání výsledků 
Hlášení výsledků laboratorního vyšetření telefonem je možné pouze u kritických hodnot 
[28]. O sdělení výsledku v případě požadavku praktických lékařů rozhoduje o tomto procesu  
vedoucí oddělení [1, 13]. 
2.25.10. Změny výsledkových zpráv 
Při zjištění neshody, nebo při zjištění analytické chyby, případně při jiném, jasně 
definovaném důvodu,  může pouze vedoucí oddělení změnit měřený výsledek, a to na 
podkladě znovu provedené zkoušky.Veškeré změny však zapíše do komentáře k výsledku, a 
to ještě před jeho vytištěním. V LIS je vždy vyznačen datum, hodina a jméno oprávněného 
pracovníka, který změnu provedl, včetně původního výsledku, před opravou. Součastně 
zdemusí být uveden také důvod, proč k opravě došlo [1, 11]. 
2.26. Etika v laboratorní medicíně 
Všichni pracovníci laboratoře jsou vázáni etickým kodexem své profese a z něho 
vyplývajících povinností a závazků [1]. Obecným principem etiky je v prvé řadě prospěch 
pacienta, povinnost zachovat mlčenlivost o údajích souvisejících s jeho zdravotním stavem a 
nutnost udržovat dobré jméno své profese [5]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
34 
3. PRAKTICKÁ ČÁST – STADARDNÍ OPERAČNÍ POSTUPY 
V této kapitole jsou uvedeny SOP, které jsou součástí Příručky jakosti, které byly pro 
danou laboratoř validovány a rovněž byly schváleny v  rámci akreditace laboratoře. Veškeré 
SOP byly přizpůsobeny pro plně automatický analyzátor, který je řízen pomocí příslušného 
software.  
Přesto i v tomto případě je nezbytné, aby byla ověřována jakost generovaných výsledků, na 
jejichž podkladě se odvíjí správná léčebná praxe. 
SOP byly zpracovány pro 15 nejdůležitějších biochemických ukazatelů zjišťovaných 
v klinických biochemických laboratořích.  
3.1. SOP pro stanovení koncentrace močoviny  v séru a moči 
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení urey v séru a v moči enzymatickým UV testem soupravou Urea 
BUN OSR 6234 Olympus Diagnostica na analyzátoru Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy a názvy v různých klasifikačních systémech 
Ekvivalentní název v češtině:  
 Močovina 
Chemický název:  
Diamid kyseliny uhličité, karbamid,  
Národní číselník laboratorních položek:  
03085 Urea (S; látková koncentrace [mmol/l]) 
Laboratorní informační systém :  
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP:  
81621 Stanovení močoviny v séru na automatickém analyzátoru (16 bodů). 
81137 Urgentní stanovení koncentrace močoviny v séru na automatickém analyzátoru [26]. 
 Urea BUN OSR 6234 je diagnostický test určený pro rutinní měření koncentrace urey 
v séru a v moči biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus. 
Výrobcem je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, Co. 
Clare.   
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50, tel. 221 985 211, www.olympus.cz 
Katalogové číslo setu je OSR 6234 [29]. 
 Princip 
Stanovení je založeno na kombinaci dvou enzymatických reakcí. 
Urea je hydrolyzována za přítomnosti vody ureázou na amoniak a oxid uhličitý [29]. 
 
NH2CONH2 + 2 H2O 2 NH4+ + CO3
2
-
ureáza
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Vzniklý amoniak reaguje s 2-oxoglutarátem a NADH za přítomnosti 
glutamátdehydrogenázy za vzniku glutamátu, NAD+ a vody.  
 
2 - oxoglutarát 2 NH4
+ 2 NADH 2 NAD
+
2 H2O2 L - glutamát+ + + +Glutamátdehydrogenáza
 
Pokles koncentrace NADH se projeví poklesem absorbance při 340 nm úměrným 
koncentraci urey.Pracuje se v prostředí TRIS pufru (pH 8,0 – 8,5) [30, 31]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce, zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie: 
Strukturní vzorec urey: 
 
Urea (močovina), je nízkomolekulární látka (sumární vzorec CH4N2O, molekulová 
hmotnost: 60,06) syntetizovaná v játrech (cyklus močoviny) jako konečný produkt 
odbourávání dusíku aminokyselin. Syntéza urey slouží organismu především k odstraňování 
toxického amoniaku. Urea se vylučuje ledvinami močí. Urea prochází snadno difusí přes 
všechny membrány podle osmotického gradientu [31]. 
  Stanovuje se v séru (plazmě) i v moči, ale je obsažená i v jiných tělesných tekutinách  
[11]. 
Koncentraci urey v séru ovlivňuje především exogenní přívod proteinů, katabolismus 
proteinů, funkce jater, vylučování urey ledvinami [31]. 
Použití: 
Stanovení urey v séru patří mezi nejzákladnější rutinní biochemické metody. Nález snížené 
nebo zvýšené koncentrace umožňuje diagnostikovat a monitorovat celou řadu chorobných 
stavů (poškození ledvin, funkce jater, nedostatečný přísun bílkovin, zvýšené odbourávání 
proteinů např. při infekci, krvácení do GIT, úrazech, atd.), změny v bilanci dusíku, stav 
pacienta v dialyzačním programu, aj [11, 32]. 
Preanalytika: 
Stanovení ovlivňuje těhotenství, věk a proteinová dieta. Stanovení neovlivňuje poloha 
pacienta při odběru [11, 33]. 
 Odběr primárního vzorku a transport  
Pro stanovení se používá sérum získané odběrem vzorku krve ze žíly běžnými postupy. 
Speciální příprava pacienta není nutná. Obvykle je vhodný odběr ráno nalačno.  
Při skladování a transportu vzorků je třeba dodržovat běžné zásady [29, 33]. 
NH2 NH2
O
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 Manipulace s materiálem 
S odebraným materiálem se zachází podle obecných pravidel zacházení s biologickým 
materiálem.   
Oddělení séra (plazmy) od krevních elementů je vhodné do 3 hodin po odběru. 
Sérum je potom stabilní 3 dny při + 4 °C v lednici, resp. několik týdnů při – 20 °C 
v běžném mrazáku. Skladování po delší časové období (maximálně 1 měsíc) vyžaduje uložení 
v speciálním mrazícím boxu při minus 70 °C [33]. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Laboratorní odstředivka, automatické pipety 
 Reagencie 
Jedno balení setu setu OSR 6234 obsahuje: 
R1  4x60 ml   
R2  4x60 ml 
Z jednoho balení se provede 3840 stanovení. 
Souprava setu je určena pro použití in vitro.  
Reagencie jsou dodávány ve stavu umožňujícím přímé vložení do reagenčních kruhů 
analyzátoru. 
Neotevřené reagencie jsou při uchovávání v lednici (2-8 °C) stabilní až do data exspirace 
uvedeného na obalu setu. Otevřené reagencie jsou v chlazeném reagenčním prostoru 
analyzátoru stabilní po dobu 30 dní [29]. 
Složení reagencií: 
 
TRIS pufr 100 mmol/l 
Heptaoxodifosforečnan tetrasodný 10 mmol/l 
2-oxoglutarát > 9,8 mmol/l 
ADP > 2,6 mmol/l 
NADH > 0,26 mmol/l 
EDTA 2,65 mmol/l 
Ureáza > 17,76 kU/L 
GLDH > 2,6 kU/L 
 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 02 
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 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (a po každé kalibraci) provést kontrolu jakosti 
pomocí kontrolních materiálů.  
V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému tolerančnímu rozmezí, musí se 
provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná závada a následně zopakovat 
kontrola jakosti [11]. 
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru . 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání analyzátoru viz manuál  Olympus AU 400 
Pracovní činidla R1 a R2 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů. 
Pipetované objemy pro sérum:  
                               R1 :                         50 µl         Diluent:                   40 µl 
                               R2 :                         50 µl         Diluent:                   10 µl 
                               Sérum:                    2,5 µl        Diluent:                     0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 340 nm   vedlejší 660 nm 
Metoda:                 RATE    
Reakce:                 -  
1. bod:                   první 12  poslední 18   
Pipetované objemy pro moč:  
                               R1 :                         50 µl         Diluent:                   40 µl 
                               R2 :                         50 µl         Diluent:                   10 µl 
                               Moč:                         2 µl         Diluent:                     0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 340 nm   vedlejší 660 nm 
Metoda:                 RATE    
Reakce:                 - 
1. bod:                   první 12  poslední 18   
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza močí probíhá v červených emergency stojáncích.  
Pokud je analyzátor ve stavu STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, 
která  dále probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. Požadavky na analýzy močí se zadávají 
pouze ručně pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. Výsledky se z analyzátoru 
automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního systému. Po analytické a lékařské 
kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti . 
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 Kalibrace 
Přesný postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci se používá vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou aktivity Urea pro daný princip reakce [11, 25]. Vhodný je Olympus System 
Calibrator kat. čís. 66300, který má u šarže 111 aktivitu Urea 16,3 mmol/l.   
Příklad jiných vhodných materiálů: 
Precinorm U má aktivitu Urea u šarže 167969 rovnou 6,96 mmol/l.   
Kalibrátory se dodávají v lyofilizovaném stavu. 
Doporučuje se skladovat v lednici při teplotě 2 – 8 °C, v tom případě jsou  stabilní až do 
doby exspirace vyznačené na každé lahvičce. Otevřený a rekonstituovaný rozpipetovaný 
materiál v alikvotech je stabilní 7 dní při uložení v lednici (při 2 – 8 °C) a stabilní maximálně 
30 dnů při uložení v mrazícím boxu (při minus 18 až minus 20 °C). 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění standardních a 
kontrolních roztoků, přidat do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce (Aqua pro 
iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci [29]. 
Typ kalibrace: AB      Vzorec: Y = AX + B 
Kalibrační faktor: 380-600  
Stabilita kalibrace: cca 21 dnů 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 0,1 mmol/l 
Mez stanovitelnosti: 
 (průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 0,3 mmol/l 
Linearita: 
0,8 – 50 mmol/l  (vzorky s vyšší koncentrací než 50 mmol/l je nutné ředit) 
Specificita: 
Významně neinterferuje ani hemolýza vzorku, ani chylózní vzorek, ani bilirubin [34]. 
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Analytická nepřesnost:  počet vyšetřených vzorků = 25 
SD = směrodatná odchylka %VK = variační koeficient v % 
 
Stabilita a správnost:  
Prověřena pomocí kontrolních referenčních materiálů se sérovou matricí (vše v mmol/l).  
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla přitom prováděna vždy v kvintetu. VK% byl 
vesměs menší než 1%. V tabulce jsou uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále byly s 
obdobnými výsledky prověřeny Kontrollogen L 623136, Kontrollogen LP 623221 a Validate 
N 5B308).  
 
 
 Srovnání výsledků setu získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 600 s 
výsledky dosaženými na analyzátoru Olympus AU 800:  
Počet pacientských vzorků: 105 
Rozsah koncentrací urey: 1,32 - 44,00 mmol/l  
Průměrná koncentrace urey: 15,22 mmol/l 
Korelační koeficient: 0,999 
Regresní přímka:  Y = 1,021X  -  0,369  
 Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK bylo 15% v roce 2001. 
 
 
Sérum 
(mmol/l) 
Opakovatelnost v sérii (mmol/l) 
 
Reprodukovatelnost  
v čase 10 dnů 
Urea Průměr SD  
 
%VK Průměr  
 
SD  
 
%VK 
Nízká  
koncentrace 
4,19 0,04 1,01 4,24 0,06 1,52 
Střední 
koncentrace 
10,27 0,14 1,34 10,42 0,15 1,43 
Vysoká 
koncentrace 
42,50 0,28 0,67 42,70 0,50 1,16 
Urea (mmol/l )  
Čerstvé 
reagencie 
21 dnů v přístroji 7 dnů při 37 °C 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm 185229 6,71-10,93 8,62 0,78 8,58 0,49 8,45 1,04 
Precipath 178999 18,15-29,47 26,74 1,23 26,32 1,01 25,76 1,18 
Serodos 6792 19,3-31,63 26,70 0,45 26,71 0,41 25,28 0,80 
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 Dokumentace, zpracování a hodnocení dat 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS. Mimo to je možný průběžný 
tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola výsledků a 
jejich výdej na příslušná pracoviště .  
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v mmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po projítí  analytickou a lékařskou kontrolou) na analýzu požadující 
pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního informačního systému , případně v  
papírové formě spolu s vyznačením fyziologických hodnot, eventuelně s vyznačením jejich 
překročení . Po analytické a lékařské kontrole jsou výsledky se z analyzátoru automaticky 
přenášejí zpět do laboratorního informačního systému. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobce udává referenční rozmezí uvedené s tím, že výsledek závisí na věku, pohlaví, 
dietě a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si každá laboratoř určila vlastní referenční 
rozmezí pro svou vlastní populaci. 
Referenční interval udaný výrobcem: 
do 4 týdnů:  1,4 – 4,3 mmol/l 
do 15 let:  1,8 – 6,4 mmol/l 
do 60 let:  2,5 – 6,4 mmol/l 
nad 60 let:  2,9 – 7,5 mmol/l [23, 35]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Snížení koncentrace urey v séru (plazmě) může být způsobeno těžkým poškozením jater, 
těhotenstvím, nedostatkem proteinů v potravě, infuzemi glukózy [36]. 
Zvýšení koncentrace urey v séru (plazmě) může znamenat nedostatečné vylučování 
ledvinami (renální selhání, obstrukce močových cest, aj. ),zvýšenou syntézu (dieta bohatá na 
proteiny, horečka, sepse, krvácení do trávicího ústrojí) [37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv jiné pochybnosti o správnosti analýzy vzorků [1, 22]. 
 Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
koncentracemi Urey pro uvedený princip metody [7].  
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U této metody lze použít: Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako R1 
a Human Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označený jako R2.  
Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace Urey 7,4 mmol/l, Level 3má u šarže 226 
hodnotu koncentrace Urey 19,5 mmol/l. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace Urey stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C). Pro kontrolu stanovení v moči používáme referenční 
materiály s močovou matricí a udanou náležitou hodnotou hořčíku BIO-RAD Liquichek 
Urine Chemistry Control1, lot 62771 má hodnotu koncentrace Urey 160 mmol/l [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [10, 11].  
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
3.2. SOP pro stanovení koncentrace  kreatinu v séru a moči  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení koncentrace kreatininu v séru a v moči kinetickým  fotometrickým 
testem pomocí soupravy Creatinine OSR 6178 Olympus Diagnostica na analyzátoru Olympus 
AU 400 [29]. 
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 Kódy a názvy v různých klasifikačních systémech 
Národní číselník laboratorních položek: 
01511 Kreatinin (S; látková koncentrace [μmol/l]) 
01513 Kreatinin (U; látková koncentrace [mmol/l]) 
Laboratorní informační systém: 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81499 Kreatinin, stanovení v séru nebo moči na automatickém analyzátoru (15 bodů). 
81169 Kreatinin statim, urgentní stanovení koncentrace kreatininu na automatickém 
analyzátoru (24 bodů) [26]. 
 Princip 
Kreatinin reaguje v alkalickém prostředí s kyselinou pikrovou (tj. 2, 4, 6 - trinitrofenol) za 
vzniku žluto-oranžového komplexu. Změna absorbance úměrná koncentraci kreatininu se 
měří fotometricky při 520 nm.(tzv. Jaffého reakce) [29, 30]. 
 
Kreatinin  + Kyselina pikrová                                      Kreatininpikrátový komplex 
 
 Definice a terminologie 
Kreatinin je diagnostický test určený pro rutinní měření koncentrace kreatininu v séru a v 
moči biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus (ale i jinými otevřenými 
analyzátory). 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare.   
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/6, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50. 
 Katalogové číslo setu je OSR 6178 [29]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce, Směrnice o bezpečnosti 
práce zachovávat především zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem. 
Reagencie obsahuje hydroxid sodný – žíravina Hydroxid sodný, a kyselinu pikrovou 
Kyselina pikrová – jed. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie 
Chemický název: 
2-imino-1-metylimidazolidin-4-on tj. cyklický amid čili imid kreatinu, tj. kyseliny N-
metylguanidin octové 
 Sumární vzorec:  C4H7N3O     molekulová hmotnost  113,12 [31]. 
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Strukturní vzorec kreatininu: 
 
N
N
H
CH3
NH
O
 
 
Kreatinin je cyklický amid čili imid kreatinu, z kterého v organismu vzniká.  Je konečným 
produktem katabolismu kreatinfosfátu. Vylučuje se glomerulární filtrací. Kreatinin v krevní 
plazmě je při průchodu ledvinou z 90 % filtrován do glomerulárního filtrátu, jen 10 % je 
secernováno do moči tubuly. Za běžných okolností je poměr produkce a exkrece kreatininu 
konstantní a mezi oběma pochody se ustavuje rovnovážný vztah. Koncentrace sérového 
kreatininu, která je výrazem této rovnováhy, je přímo úměrná svalové hmotě organismu a 
funkci glomerulů. Stanovení sérového kreatininu je proto dobrým indikátorem funkční 
kapacity glomerulů. Kreatinin začíná stoupat, když je glomerulární filtrace snížena pod 50 %. 
Intraindividuální kolísání kreatininémie vzniká při tělesné námaze a také při příjmu 
exogenního kreatininu v potravě [11, 31]. 
Použití : 
Kreatinin je endogenní látka nejčastěji používaná pro vyšetření funkce ledvin. Clearance 
endogenního kreatininu je nejběžnější funkční zkouškou ledvin. Při normální funkci ledvin 
odpovídá clearance kreatininu glomerulární filtraci [38]. 
Preanalytika : 
Pro stanovení kreatininu nelze použít hemolytická séra, ruší ikterus a ketony. Stanovení 
ovlivňuje fyzická zátěž, věk, pohlaví, svalová hmota, cirkadiánní rytmy, nadmořská výška.  
Jaffého reakce není specifická, obecně se skupina podobně reagujících látek označuje jako 
Jaffé pozitivní chromogeny (např. acetooctan, kyselina pyrohroznová, kyselina mléčná, 
fruktóza, glukóza, různé léky aj. [20]. 
K nejčastějším preanalytickým chybám při vyšetření clearance kreatininu patří neúplný 
sběr moče, nepromíchaná moč sbíraná do více nádob při polyurii, zaslání vzorku ranní moči 
místo moči sbírané za časové období, nesprávný výpočet povrchu těla u obézních pacientů a 
pacientů s velkou retencí tekutin [33]. 
 Odběr primárního vzorku, transport 
Odběr séra se provádí běžným způsobem obvykle ráno nalačno. Sérum je třeba oddělit do 
5 hodin po odběru [20]. 
Stanovení v moči se provádí ze sbírané moče bez konzervačních přísad. Je nutné změřit 
celkový objem moče s přesností na 10 ml [20]. 
 Omezení 
Je nutné zabránit hemolýze [33]. 
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 Manipulace s materiálem 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s potenciálně infekčním biologickým 
materiálem.  
Při uchovávání séra (plazmy) v ledničce při teplotě 2-8 °C je vzorek stabilní po dobu 7 dní, 
vzorek moče je stabilní 2 – 3 dny. V mrazícím boxu vydrží vzorky při –20 °C až 2 měsíce 
[29]. 
 Přístroje a pomůcky 
 Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Laboratorní odstředivka 
Automatické pipety 
 Reagencie 
 Set OSR 6107 se dodává v balení:  
 R1 čirá žlutá kapalina: 4x51 ml 
 R2 čirá bezbarvá až světle žlutá kapalina : 4x51 ml 
Z jednoho balení se provede 1700 stanovení u analyzátoru AU 400. 
Neotevřené reagencie jsou při skladování v lednici (2 – 8 °C) stabilní do doby expirace 
vyznačené na obalu. V chlazeném prostoru analyzátoru (on board) jsou reagencie stabilní po 
dobu 14 dnů. 
  Složení reagencií obsažených v setech: 
Hydroxid sodný  120 mmol/l 
Kyselina pikrová  2,9 mmol/l 
Příprava reagencií: 
Reagencie jsou dodávány ve stavu vhodném pro přímé vložení do reagenčních kruhů 
analyzátoru [29]. 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (a po každé kalibraci) provést kontrolu jakosti 
pomocí kontrolních materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému 
tolerančnímu rozmezí, musí se provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná 
závada a následně zopakovat kontrola jakosti [1, 7].  
V pravidelných intervalech se musí provádět předepsaná údržba analyzátoru. 
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 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání analyzátoru viz manuál  Olympus AU 400. 
Pracovní činidla R1 a R2 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů. 
Pipetované objemy pro sérum:  
                               R1 :                       120 µl         Diluent:                     90 µl 
                               R2 :                       120 µl         Diluent:                       0 µl 
                               Sérum:                    20 µl         Diluent:                       0 µl 
Vlnová délka:         hlavní  520 nm   vedlejší  800 nm 
Metoda:                 FIXED  
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 13      poslední 24   
Pipetované objemy pro moč:  
                               R1 :          58 µl         Diluent:                  43 µl 
                               R2 :                         58 µl         Diluent:                    0 µl 
                               Moč:                        2 µl         Diluent:                    0 µl 
 Vlnová délka:         hlavní 520 nm   vedlejší 800 nm 
Metoda:                 FIXED  
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 13      poslední 24  
 Stručný popis postupu 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza močí probíhá v červených emergency stojáncích. Pokud je analyzátor ve stavu 
STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, která  dále probíhá automaticky. 
Požadavky na analýzy séra se do analyzátoru mohou přenášet počítačovou sítí 
prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně pomocí 
klávesnice řídícího počítače analyzátoru. Požadavky na analýzy močí se zadávají pouze ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. 
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
 Kalibrace  
Pro kalibraci lze použít vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou koncentrace kreatininu pro daný princip reakce [11].  
Vhodným kalibrátorem je Olympus System Calibrator 66300, který je navázaný na 
standardní referenční materiál NIST 909b.  
Výrobní šarže 111 má hodnotu kreatininu nastavenu na  245 µmol/l. 
Materiály se dodávají v lyofilizovaném stavu (balení 20 x 5 ml). Doporučuje se skladovat 
je v lednici  při 2-8 °C, v tom případě jsou kalibrátory stabilní až do doby exspirace. 
Otevřený a rekonstituovaný materiál je stabilní  7 dní při uložení v lednici při teplotě 
2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím boxu (při minus 18 až minus 20).  
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Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Pro stanovení v moči je doporučený Olympus Urine Calibrator ODC 0025, který je 
navázaný na standardní referenční materiál NIST 9O9b Level 1. Olympus Urine Calibrator 
má hodnotu koncentrace kreatininu 14,6 mmol/l. 
Kalibrátor se dodává v balení 6 x 8 ml ve stavu umožňujícím přímé použití. Pouze je třeba 
obsah lahviček před použitím zhomogenizovat opatrným obracením. Je doporučeno označit 
lahvičku datem otevření. 
Kalibrátor nesmí zmrznout, při dodržení této podmínky je neotevřený stabilní až do doby 
exspirace. Otevřený kalibrátor je stabilní po dobu 60 dní za podmínky zabránění kontaminace, 
bezprostředního pečlivého uzavírání po každém použití a uchovávání v lednici při teplotě 
 2 – 8 °C. 
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže, při významné změně výsledků kontrolních materiálů, 
po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti analyzátoru [29]. 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací. 
Typ kalibrace: AB      Vzorec: Y = AX + B  Stabilita kalibrace: cca 1 den[10]. 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
 (průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 6 μmol/l 
Mez stanovitelnosti: 
 (průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 18 μmol/l 
Linearita:  
18 – 2200 μmol/l pro sérum a plazmu a 0,1 – 53,0 mmol/l pro moč 
Významně interferuje: 
 Vyšší koncentrace bilirubinu (přídavek bilirubinu 342 µmol/l způsobil zvýšení 
koncentrace kreatininu o cca 5,2 %, přídavek bilirubinu 684 µmol/l pak snížení o cca 20 %). 
Hemolytický vzorek (přídavek hemoglobinu 2,5 g/l způsobil zvýšení koncentrace 
kreatininu o cca 0,5 %,  přídavek hemoglobinu 5,0 g/l pak zvýšení o cca 3,5 %).  
 Lipemický vzorek (přídavek 11,4 mmol/l triglyceridů způsobil snížení koncentrace 
kreatininu o 19,3 %, přídavek 17,1 mmol/l triglyceridů pak pokles o 35 %). 
 Proteiny (přídavek 62,5 g/l zvýšil koncentraci kreatininu o cca 11,6 %,) [34]. 
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Analytická nepřesnost: počet vyšetřených vzorků = 25 
SD = směrodatná odchylka %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost (v sérii) Reprodukovatelnost  
(v čase 10 dnů) 
Kreatinin Průměr 
(μmol/l) 
SD 
(μmol/l) 
%VK Průměr 
(μmol/l) 
SD 
(μmol/l ) 
%VK 
Nízká 
koncentrace 
65 1,8 2,44 66 1,9 2,90 
Střední 
koncentrace 
417 2,7 0,57 422 4,2 0,98 
Vysoká 
koncentrace 
2031 7,1 0,36 039 16,5 0,81 
 
Stabilita a správnost:  
Prověřena pomocí kontrolních referenčních materiálů s sérovou matricí (vše v μmol/l). 
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla prováděna vždy v kvintetu. VK% byl  
vesměs menší než 5 %. 
 
Kreatinin (μmol/l )   Čerstvé reagencie 14 dnů v přístroji 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm  15134301 93-135 113 -0,78 106 -6,98 
Precipath  19708106 308-440 358 -4,26 360 -3,66 
 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních cyklech organizovaných firmou SEEK bylo 
v roce 2006 15%. 
Srovnání výsledků získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 400 
s výsledky dosaženými na analyzátoru Olympus 600 referenční metodou OSR 6118 : 
Počet vzorků pacientů : 100 
Rozsah koncentrace kreatininu : 60 – 1600 μmol/l 
Průměrná koncentrace kreatininu: 218 μmol/l 
Korelační koeficient: 0,9998 
Regresní přímka:  Y = 1,253X  - 8,75 
 Dokumentace, zpracování a hodnocení dat 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS.  
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Mimo to je možný průběžný tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a 
lékařská kontrola získaných výsledků analýz a v případě potvrzení jejich správnosti jejich 
výdej na příslušná pracoviště.  
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v µmol/l v séru na dvě desetinná místa, v mmol/24 hod v moči. 
Předávají se (po splnění všech požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou 
analytickou a lékařskou kontrolou) na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě 
pomocí laboratorního informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s 
vyznačením fyziologických hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
Poznámka:  
 Přepočet starších jednotek používaných dříve pro koncentraci kreatininu je  
mg/dl x 88,4 = μmol/l.   
 Řízení jakosti  
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné součásti 
analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, apod. [1, 8]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
koncentracemi pro uvedený princip metody [7].  
Označení kontrolních materiálů je následující: Human Precision Level 2 (kat. číslo 
UN 1557) označený jako R1 a Human Precision Level 3 (UE 1558) označený jako R2.  
Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace kreatininu 130,0 µmol/l, Level 2 má u šarže 
226 hodnotu koncentrace kreatininu 329,0 µmol/l.. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 5 
ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
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Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace kreatininu stabilní 7 
dní při uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení 
v mrazícím boxu (při minus 18 až minus 20 °C). 
Pro kontrolu stanovení v moči používáme referenční materiály s močovou matricí a 
udanou náležitou hodnotou kreatininu BIO-RAD Liquichek Urine Chemistry Control1, lot 
62771 má hodnotu koncentrace kreatininu  6,9 mmol/l [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK  . 
 Referenční a varovná rozmezí  
Každá laboratoř by si měla stanovit svůj vlastní referenční interval pro stanovení 
koncentrace kreatininu. 
Výrobce: sérum muži:  71 – 106 μmol/l 
    ženy:  53 -   80 μmol/l 
            moč muži:  7,1 – 17,7 mmol/24 hod 
   ženy:  5,3 – 15,9 mmol/24 hod [28, 35]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Významné je především zvýšení koncentrace kreatininu v séru (plazmě): 
¾ Nastává při nedostatečném vylučování ledvinami (ledvinové selhání, infekce, 
obstrukce). Na umělou ledvinu zapojujeme pacienta pokud kreatininémie přesáhne 
700-800 μmol/l [39]. 
¾ Z prerenálních příčin (těžká srdeční nedostatečnost, šokové stavy)v důsledku 
zvýšené produkce kreatininu (polytraumata, pooperační stavy ) [38]. 
Ke snížení koncentrace kreatininu v séru (plazmě) dochází:  
¾ Fyziologicky v těhotenství v důsledku zvýšené glomerulární filtrace,  
¾ U osob s malou svalovou hmotou, např. při dlouhodobé imobilizaci na lůžku. 
Stanovení koncentrace kreatininu v moči se užívá především při   odhadu úplnosti sběru 
moči, pro eliminaci vlivu různého objemu vylučované moči na koncentraci stanovované látky 
v moči [11, 23, 40]. 
 Jiné související informace 
Stanovení koncentrace kreatininu v moči se používá při odhadu glomerulární filtrace 
s výpočtem tzv. clearence endogeního kreatininu. 
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Clearancekr = (Ukr x V ) / Skr    [ml/s]  
kde Ukr  a Skr je koncentrace kreatininu v moči resp. v séru a V je diuréza v ml/s [38, 41]. 
3.3. SOP pro stanovení koncentrace sodných kationtů v séru a moči  
 Abstrakt 
Stanovení látkové koncentrace sodného kationtu v séru a moči na analyzátoru Olympus 
AU 400, metodou založenou na principu ISE [29]. 
Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název :  
Sodík, Natrium, Na 
Národní číselník laboratorních položek: 
02503 Na (S; látková koncentrace [mmol/l] ), 
02508 Na (U; látková koncentrace [mmol/l] ) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP:  
81135 Sodík statim; 26 bodů, 81593 Sodík; 18 bodů [26]. 
Sodík se v séru a v moči rutinně stanovuje pomocí soupravy reagencií a ISE modulu 
biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus. 
Výrobcem  reagencií je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s 
Mills, Co. Clare[29].  
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16 , 160 41 Praha 6 
Vokovice, P. O. Box 50. 
Katalogová čísla reagencií ISE REAGENTS / STANDARDS jsou: 
 
66320 ISE Buffer 4 x 2000 ml 
66319 ISE Mid Standard 4 x 2000 ml 
66318 ISE Reference 4 x 1000 ml 
66317 ISE Low Serum Standard 4 x   100 ml 
66316 ISE High Serum Standard 4 x   100 ml 
66315 ISE Low/High Urine 
Standard 
4 x   100 ml 
66314 ISE Internal Reference 2 x     25 ml 
66313 ISE Na+/K+ Selectivity Check 2 x     25 ml 
 
Nezbytná je i příslušná iontově selektivní elektroda: 
 
63100 Na Electrode MU 9194 
 
 
 
 
 
 
51
 Princip 
Sodík se měří nepřímou potenciometrií pomocí iontově selektivní elektrody (ISE) 
specificky reagující změnou elektrického potenciálu, úměrnou koncentraci sodných iontů ve 
vzorku, vůči potenciálu srovnávací referenční elektrody [42]. 
Koncentrace sodíku se určuje podle Nernstovy rovnice pomocí hodnoty vzorku o známé 
koncentraci. 
E = Eis + S x log C,  
kde Eis = konstantní potenciál referenční elektrody, S = směrnice, C = koncentrace sodíku 
v naředěném vzorku [30] . 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce, zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
ISE Buffer a ISE Mid Standard jsou konzervovány přídavkem formaldehydu (R43), který 
může iritovat při kontaktu s kůží (S24, S37, S60) [43]. 
Formaldehyd - roztok 37 %. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie: 
Sodík je hlavní extracelulární kationt a jako takový se největší měrou podílí na osmolalitě 
extracelulární tekutiny. Sodík se vyskytuje výhradně ve formě sodného kationtu Na+.  
Fyziologické rozmezí koncentrace sodíku v plazmě je cca 132 – 145 mmol/l, zatímco 
koncentrace v buňkách se pohybuje kolem 3 – 10 mmol/l. Zachování tohoto poměru je 
nezbytné. Udržuje se aktivní činností tzv. sodíkové pumpy – enzymu Na+-K+-
adenozintrifosfatázy, která spotřebovává většinu klidové spotřeby energie [11, 44]. 
Sodík je přijímán v potravě ve formě chloridu sodného (kuchyňská sůl). Průměrný příjem 
je cca 10 g/den.  
Za fyziologických podmínek se asi 90 % sodíku vylučuje z organismu močí, zbytek stolicí 
a potem. Za patologických stavů se mohou zvýšit ztráty sodíku močí (po diureticích, 
v polyurické fázi selhání ledvin, při hypoaldosteronismu, aj.), ztráty GIT nastávají při 
zvracení a průjmech, ztráty potem jsou významné při práci či sportu za vysokých teplot apod.  
Ionty sodíku na sebe vážou velké množství vody, z tohoto důvodu je metabolismus sodíku 
neoddělitelný od metabolismu vody a společná je i jejich regulace. 
Stanovení koncentrace sodíku v séru i v moči patří mezi základní biochemická vyšetření a 
je indikováno v souvislosti s celou řadou klinických stavů a syndromů [32, 44]. 
 Odběr primárního vzorku a transport 
Pro stanovení se používá sérum (na stanovení má vliv lipémie) a moč. Speciální příprava 
pacienta ani dieta není nutná. Obvyklý je odběr ráno nalačno, odběr se provádí běžným 
způsobem ze žíly. Na+ se stanovuje ve sbírané moči, jednorázový vzorek jen pro výpočet 
frakční exkrece Na+  [33, 44]. 
Při skladování a transportu vzorků je třeba dodržovat běžné zásady. 
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 Omezení 
Stanovení ruší lipémie způsobující pseudohyponatrémii a infuze obsahující ionty Na. 
Stanovení ovlivňuje nedostatek tekutin [40]. 
 Manipulace s materiálem 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. 
Silně lipemická séra je nutné před stanovením vyčeřit např. centrifugací. Při uchovávání séra 
při teplotě 2-25 °C je vzorek stabilní 2 týdny.  
24 hodinový vzorek moči se uchovává bez aditiv. Nesmí se okyselovat. Zakalené vzorky 
močí je třeba před stanovením vyčeřit centrifugací. Při uchovávání močí při 2-25 °C je vzorek 
pro stanoveni Na+ stabilní po dobu 45 dní [29]. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400. 
Automatické pipety, laboratorní centrifuga. 
 Reagencie 
Reagencie jsou dodávány ve stavu určeném k přímému použití: 
 
Název reagencií Katalog 
číslo 
Složení reagencií Koncentrace 
aktivních látek 
Stabilita 
při 15-25°  C 
ISE Buffer OE 66320 Trietanolamin 0,1 mol/l 2 měsíce 
ISE Low Serum Standard OE 66317 K+ 
Na+ 
Cl- 
3,5 mmol/l 
130 mmol/l 
85 mmol/l 
90 dní 
ISE High Serum Standard OE 66316 K+ 
Na+ 
Cl- 
6 mmol/l 
160 mmol/l 
120 mmol/l 
90 dní 
ISE Internal Reference 
 Solution 
OE 66314 KCl 
AgCl 
3,3 mol/l 
nasycený roztok 
90 dní 
ISE Reference Solution OE 66318 KCl 1,0 mol/l 2 měsíce 
ISE K+ Selectivity Check OE 66313 K+ 5 mmol/l 90 dní 
ISE Na+ Selectivity Check OE 66313 Na+ 150 mmol/l 90 dní 
ISE Mid-Standard OE 66319 K+ 
Na+ 
Cl- 
Cl- 
0,13 mmol/l 
4,3 mmol/l 
3,1 mmol/l 
50 mmol/l (Low) 
180 mmol/l 
(High) 
1 měsíc 
Clearing solution OE 66039    
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Poznámka:   
Reagencie umožňují současně s Na+ stanovovat na ISE modulu analyzátorů i K+ a Cl-. 
Lahvičky s reagenciemi je nutné okamžitě po použití opět uzavírat. V ISE Internal 
Reference může být přítomna sraženina, která neovlivní funkci, pokud je reagencie před 
použitím důkladně protřepána [29]. 
 V reagenciích je jako konzervační látka přítomen formaldehyd . 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vakuové BIO 
 Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
ISE Na elektroda  OE 63100 
ISE referenční elektroda OE 63102 
 Příprava k činnosti 
Obvyklou součástí každodenní přípravy je čištění a následující promytí ISE modulu 
analyzátoru viz manuál analyzátoru Olympus AU 400, zde jen schematicky:  
¾ Do pozice CLEAN statimového kruhu vložit originální skleněnou zkumavku 
s CLEANING/WASH SOLUTION a postupem: SYSTEM STATUS – ISE 
STATUS – ISE UNIT START – CLEANING – YES realizovat asi 4 minutové 
čištění. 
¾   Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – PRIME – TOTAL PRIME (C) + 
stisknutí tlačítka STAT ROTATION/DIAG u statimového kruhu realizovat celkové 
promytí ISE modulu. 
Zpravidla jednou denně musí obsluha provést kontrolu jakosti pomocí kontrolních 
materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému tolerančnímu rozmezí, 
musí se nalézt a odstranit případná závada, eventuálně provést nová kalibrace a následně 
zopakovat kontrola jakosti: 
¾ Do statimového kruhu se na označená místa vloží originální skleněné zkumavky 
s cca 0,5 ml kalibračních roztoků (ISE HIGH SERUM STANDARD, ISE LOW 
SERUM STANDARD, ISE HIGH URINE STANDARD, ISE LOW URINE 
STANDARD).  
¾ Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – ISE UNIT START – 
SERUM+URINE (C) – YES realizovat kalibraci. 
V případě potřeby lze provést důkladnější vyčištění ISE modulu. Podle potřeby se může 
zkontrolovat i selektivita stanovení Na+  a  K+  pomocí ISE Na+ / K+ Selectivity Check 
reagencie a to podle návodu:  
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¾ Do pozic STAT kruhu S-H (Sel-Na) a S-L (K-Sel) vložit v originálních skleněných 
zkumavkách ISE Na+ / K+ Selectivity Check roztoky. 
¾ Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – START ISE UNIT – 
SELECTIVITY CONTROL – YES realizovat proměření selektivity K a Na 
elektrod. Jako normální stav posuzuje systém u Na elektrody hodnotu selektivity 
větší než 160. Anomální hodnota je podbarvena žlutě a signalizuje potřebu výměny 
elektrody. 
Po třech měsících je obvykle zapotřebí vyměnit hadice obou čerpadel v ISE modulu (na 
MID roztok i na odpadní kapalinu). 
 Pracovní postup 
Přesný popis analýzy včetně ovládání přístroje viz manuál Olympus AU 400.  
Obvyklou každodenní činností je kontrola stavu eventuálně doplnění příslušných roztoků, 
rekalibrace a kontrola funkčnosti pomocí kontrolních referenčních materiálů. V případě 
výskytu odchylek se obvykle provede čištění a následné promytí ISE modulu, zvláště ISE 
elektrod [10]. 
Množství vzorku: 20 µl. Ředění: 32,5 x (deionizovaná voda 5 µl, pufr 618 µl ). 
 Stručný popis postupu 
Obsluha analyzátoru umísťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza močí probíhá v červených emergency stojáncích. Pokud je analyzátor ve stavu 
STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, která  dále probíhá automaticky. 
Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet počítačovou sítí prostřednictvím 
laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně pomocí klávesnice řídícího 
počítače analyzátoru. Požadavky na analýzy močí se zadávají pouze ručně pomocí klávesnice 
řídícího počítače analyzátoru. 
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti . 
 Kalibrace a návaznost 
Pro kalibraci je doporučeno používat standardy Olympus, připravené k přímému použití. 
 
Materiál Standard Kat. čís. 
Sérum ISE Low Serum Standard         
ISE High Serum Standard 
OE66317              
OE 66316 
Materiál Standard Kat.čis. 
Moč ISE Low / High UrinStandard OE 66315 
ISE standardy jsou navázány na standardní referenční materiál NIST 956a. 
Kalibrace se provádí každé pondělí a středu, případně dle potřeby: 
¾ při změně šarže ISE pufru (66320) 
¾  při významném posunu výsledků kontrolních materiálů 
¾ při výměně ISE elektrod  
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¾  při významné údržbě či servisním zásahu spojeném s výměnou některých částí 
analyzátoru 
Stabilita elektrod se prověřuje tak, že se provede kalibrace 2x po sobě a hodnotí se rozdíly 
MID Solution factor mezi oběma měřeními. Při správné stabilitě a funkci elektrod by se 
faktor u Na+  neměl lišit o víc než o 0,020 [29]. 
 Metrologické parametry 
 Data určená výrobci pro analyzátory Olympus řady AU. 
Opakovatelnost: stanovená výrobci setu opakovanou analýzou 80 sérových vzorků: 
 
Průměr Na+v séru (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
138 0,66 0,49 
 
a dále opakovanou analýzou 80 močových vzorků: 
 
Průměr Na+  v moči (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
166 0,73 0,44 
 
Reprodukovatelnost:  
byla určena opakováním analýz 80 sérových vzorků po dobu 10 dnů 
 
Průměr Na+  v séru (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
138 0,89 0,64 
 
a dále opakováním analýz 80 močových vzorků po dobu 10 dnů 
 
Průměr Na+  v moči (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
166 1,29 0,78 
 
Správnost: 
Byla výrobci zajištěna návazností kalibrátorů 66315, 66316 a 66317 na referenční standard 
NIST 956a. 
Pracovní rozsah: 
Při stanovení Na+ v séru je oblast linearity, dle údajů výrobce, mezi 50 – 200 mmol/l. 
Při stanovení Na+ v moči je oblast linearity, dle údajů výrobce, mezi 10 – 400 mmol/l  
Mez detekce: 
Je hluboko pod nejnižší koncentrací připadající v úvahu v reálných vzorcích sér a močí. 
Proto její stanovení nemá praktický význam. 
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Mez stanovitelnosti: 
Je hluboko pod nejnižší koncentrací připadající v úvahu v reálných vzorcích sér a močí. 
Proto její stanovení nemá praktický význam. 
Korelace s jinou metodou: 
Výrobci korelovali stanovení Na+ v souboru 238 sérových vzorků (rozsah koncentrací 
Na+  byl 118  – 157 mmol/l) s jinou komerčně dostupnou metodou:  
y = 1,016x -2,428,  korelační koeficient r = 0,981 
Interference: 
Výrobci uvádí, že údaje o možné interferenci některých protisrážlivých činidel a léků jsou 
uvedeny v literatuře Zouny (1997) [34]. 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK  bylo v roce 2006 10 %. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřený potenciál ISE elektrody podle 
platné kalibrace. Získá se tak koncentrace Na+ ve vzorku [42]. 
Výsledky se průběžně zobrazují na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS. Mimo to je možný průběžný 
tisk výsledků na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola výsledků a jejich 
výdej na příslušná pracoviště.  
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Výsledky se vydávají v mmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických 
hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní výsledkové knize laboratoře 
[10]. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobce udává referenční fyziologické rozmezí uvedené  s tím, že výsledek závisí na věku, 
pohlaví, dietě a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si každá laboratoř určila vlastní 
referenční rozmezí pro svou vlastní populaci. 
Výrobce: sérum  136-145 mmol/l 
                moč  40-220 mmol/den 
Velká pozornost musí být věnována interpretaci výsledků Na+ ze vzorků s hyperlipidemií a 
hyperproteinemií. 
Varovné hodnoty: < 120 mmol/l a > 160 mmol/l. 
Nebezpečné jsou náhlé změny natrémie [28, 35]. 
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 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Natrémii nelze nikdy hodnotit samotnou, vždy je třeba brát v úvahu anamnézu, klinické 
příznaky a další laboratorní parametry. 
Například:  
Chloridémie: Rozdíl mezi plazmatickou koncentrací sodíku a chloridů je cca 37. Změna 
tohoto rozdílu bývá doprovázena změnou plazmatické koncentrace hydrogenuhličitanů a tedy 
poruchou acidobazické rovnováhy [37]. 
Proteinémie: Bílkoviny se při fyziologickém pH chovají jako anionty. Při výraznější 
hypoproteinémii (cirhóza, nefrotický syndrom, podvýživa) klesá zastoupení aniontů a to se 
v rámci elektroneutrality vyrovnává poklesem kationtů, především sodíku. 
Zpětná resorpce sodíku v distálním tubulu ledvin je řízena aldosteronem.  
Při hodnocení je dále nutné znát stav hydratace, přívod a vylučování tekutin a elektrolytů a 
zásobení organismu draslíkem a ztráty sodíku močí [31]. 
Ke zvýšení koncentrace Na+ v séru dochází při dehydrataci z nedostatečného přívodu 
tekutin, či z jejich zvýšených ztrát nadměrném přívodu NaCl např. infuzemi.  
¾ Hyperaldosteronismu, při kterém je zvýšená zpětná resorbce v tubulech. 
¾ Podávání některých léků ve formě sodných solí. 
¾ Ztrátách čisté vody způsobujících hyperosmolalitu. 
¾ Cushingově syndromu. 
Ke snížení koncentrace Na+ v séru dochází: 
¾ Při ztrátách GIT (zvracení, odsátí obsahu, průjem). 
¾ Renálních ztrátách (polyurické stadium renálního selhání, diuretika). 
¾ Diabetické acidóze. 
¾ Insuficienci nadledvin. 
¾  Hypoaldosteronismu .  
¾ Ztrátách potem.  
¾ Traumatech lebky spojených s poškozením hypothalamu. 
¾  Pneumonii.  
¾ Respirační alkalóze. 
¾ Těhotenských toxikózách [11, 36, 37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálů je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou ISE elektrody, 
při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, a podobně [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenou 
koncentrací Na+ pro uvedený princip metody [10].  
Vhodný materiál je Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako R1 a 
Human Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označený jako R2.  
Například Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace 146,0 mmol/l, Level 3 má u šarže 
226 hodnotu koncentrace 161,0 mmol/l. 
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Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu: 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce.  
Rekonstituovaná (eventuelně rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení 
koncentrace Na+ stabilní 7 dní při uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní 
maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze.Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Pro kontrolu a řízení jakosti Na+ v moči používáme BIO-RAD Liquichek Urine Chemistry 
Control1, lot 62771 má hodnotu koncentrace Na+  79,0 mmol/l.  
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
 Poznámky 
Rozpis údržby ISE  jednotky Analyzátoru Olympus  AU 400. 
¾ každý den ráno MID/REF PRIME 
¾ pondělí, středa  nebo dle potřeby kalibrace ISE jednotky  
¾ každou středu pročištění a propláchnutí propojovacích jednotek, pročištění a 
propláchnutí bloku elektrod - Total Prime 
¾ každých 14 dní ve středu selektivita elektrod  
 Jiné související informace 
Čištění ISE modulu prováděné v případě potřeby. 
 Analyzátor se musí převést do režimu STOP a na obrazovku nastavit ISE Diag: 
  Maintenance – Maker maintenance – ISE diag. 
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Pročištění  propojovacích hadiček (Bypass) 
1) Do misky v ISE jednotce napipetovat 800 μl Cleaning wash solution (OE66039).  
2) Odsát obsah misky přes propojovací hadičky:  
    (Maintenance – Maker maintenance – ISE diag )- E) Drain Bypass  - Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
3) Vždy po cca půl minutě zopakovat kroky 1) a 2) celkem 3x. 
Propláchnutí propojovacích hadiček (Bypass) vodou. 
4) Do misky v ISE jednotce napipetovat 1 ml deionizované vody. 
5) Provést krok 2)  
6) Zopakovat kroky 4) a 5) celkem 5x. 
Pročištění bloku elektrod. 
7) Provést krok 1) tj. napipetování 800 µl čistícího roztoku 
8) Odsát obsah misky přes blok elektrod: 
   (Maitenance– Maker maintenance– ISE diag)– D) Drain Electrode – Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
9) Vždy po cca půl minutě zopakovat kroky 7) a 8) celkem 3x. 
 Propláchnutí bloku elektrod vodou   
10) Zopakovat kroky 4) tj. napipetování 1 ml vody a 8) tj. odsátí přes Electrode, celkem 
5x. 
 Celkové promytí 
11) (Maintenance – Maker maintenance – ISE diag )- A) Total Prime  - Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
12) Zopakovat krok 11) celkem 5x 
      (Sledovat protékání roztoků) 
13) Zavřít dvířka ISE jednotky. 
Analyzátor se musí převést do režimu STANDBY a na obrazovku nastavit ISE status: 
System status – ISE status  
 MID/REF PRIME  
13) (System status – ISE status) – Prime – E) MID/REF Prime – Stisknout bílé tlačítko u 
STAT kruhu 
14) Zopakovat krok 13) celkem 2x 
Kalibrace ISE je nutno provést vždy po tomto čištění 
15) Vložit do příslušných pozic STAT kruhu kalibrační roztoky ISE pro sérum a moč. 
16) (System status – ISE status) – ISE Unit Start – C) Calibration for Serum + Urine -  Yes  
3.4. SOP pro stanovení koncentrace draselných kationtů v séru a v moči  
 Abstrakt 
Stanovení látkové koncentrace draselného kationtu v séru a moči na analyzátorech řady 
AU Olympus metodou založenou na principu ISE [29]. 
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Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název: 
Draslík, Kalium, K. 
Národní číselník laboratorních položek:  
02269 K (S; látková koncentrace [mmol/l]) 
02272 K (U; látková koncentrace [mmol/l]) 
Seznam zdravotních výkonů VZP:  
81145 Draslík statim 26 bodů, 81393 Draslík 20 bodů [26]. 
Draslík se v séru a v moči rutinně stanovuje pomocí soupravy reagencií a ISE modulu 
biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus. 
Výrobcem reagencií je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s 
Mills, Co. Clare.  
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16 , 160 41 Praha 6 
Vokovice, P. O. Box 50 tel. 221 985 211. 
Katalogová čísla reagencií ISE REAGENTS / STANDARDS jsou:  
 
66320 ISE Buffer 4 x 2000 ml 
66319 ISE Mid Standard 4 x 2000 ml 
66318 ISE Reference 4 x 1000 ml 
66317 ISE Low Serum Standard 4 x   100 ml 
66316 ISE High Serum Standard 4 x   100 ml 
66315 ISE Low/High  
Urine Standard 
4 x   100 ml 
66314 ISE Internal Reference 2 x     25 ml 
66313 ISE Na+/K+ 
Selectivity Check 
2 x     25 ml 
 
Nezbytná je i příslušná iontově selektivní elektroda: 
 
63103 K Electrode MU 9195 
 
 Princip 
Draslík se měří nepřímou potenciometrií pomocí iontově selektivní elektrody (ISE) 
specificky reagujícící změnou elektrického potenciálu, úměrnou koncentraci draselných iontů 
ve vzorku, vůči potenciálu srovnávací referenční elektrody.  
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Koncentrace draslíku se určuje podle Nernstovy rovnice pomocí hodnoty vzorku o známé 
koncentraci. 
E = Eis + S x log C,  
kde Eis = konstantní potenciál referenční elektrody, S = směrnice, C = koncentrace draslíku 
v naředěném vzorku [30, 42]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení  je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
ISE Buffer a ISE Mid Standard jsou konzervovány přídavkem formaldehydu (R43), který 
může iritovat při kontaktu s kůží (S24, S37, S60). 
Formaldehyd - roztok 37 % [43]. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie 
Draslík je hlavní  intracelulární kation. Fyziologické rozmezí koncentrace draslíku 
v plazmě je cca 3,8 – 5,2 mmol/l, zatímco koncentrace v buňkách se pohybuje kolem  
110 – 160 mmol/l [31]. Zachování tohoto poměru je nezbytné pro správnou funkci buněk, 
nervosvalovou dráždivost a dráždivost buněk převodního systému myokardu.  
Udržuje se aktivní činností tzv. sodíkové pumpy – enzymu Na+ - K+ adenozintrifosfatázy, 
která spotřebovává většinu klidové spotřeby energie. Při nedostatku energie se snižuje činnost 
sodíkové pumpy a draslík uniká z buněk [11]. 
Draslík je obsažen v rostlinné stravě, především v ovoci.  
Za fyziologických podmínek se asi 90 % draslíku ztrácí z organismu močí. Důležitá je 
především dobrá funkce ledvin [39]. Stanovení koncentrace draslíku v séru i v moči patří 
mezi základní biochemická vyšetření a je indikováno v souvislosti s celou řadou klinických 
stavů a syndromů [39]. 
K uvolňování draslíku z buněk dochází například při katabolismu buněk, kdy se uvolňuje 
K+ vázané na nitrobuněčné proteiny a polysacharidy, acidóze, kdy dochází k náhradě K+ 
v buňce z ionty H+. U omezení činnosti sodíkové pumpy při nízké teplotě, při nedostatku 
energie, při otravě digoxinem . 
Rozpadu většího množství buněk (např. při hemolýze, popáleninách, léčbě leukémie, 
apod.). 
K přesunu většího množství draslíku do buněk dochází například při anabolismu buněk, 
kdy se draslík váže na nově vznikající makromolekuly v buňkách. U alkalózy, kdy jsou ionty 
H+ v buňce nahrazovány ionty draslíku [32]. 
 Odběr primárního vzorku a transport 
Pro stanovení se používá nehemolytické sérum a moč. Speciální příprava pacienta ani dieta 
není nutná. Obvyklý je odběr ráno nalačno, ruka při odběru nesmí být zaškrcována a 
nevhodné je cvičení paží před odběrem. Odběr se provádí běžným způsobem ze žíly.  
K+ se stanovuje ve sbírané moči, jednorázový vzorek se používá jen pro výpočet frakční 
exkrece [33, 40]. Při skladování a transportu vzorků je třeba dodržovat běžné zásady. 
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 Omezení 
Stanovení není možné provést v silně hemolytickém vzorku séra, kvůli falešnému zvýšení 
koncentrace způsobenému uvolněním draselných iontů z erytrocytů.  
Při uchovávání plné krve v lednici se zastavuje činnost enzymu sodíkové pumpy a dochází 
k úniku draslíku do plazmy. Vzorek krve se proto nesmí ochlazovat před oddělením séra od 
erytrocytů [33]. 
 Manipulace s materiálem 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. Sérum je 
nutné oddělit centrifugací co nejdříve po odběru. Při uchovávání séra při teplotě 2-25 °C je 
vzorek stabilní 6 týdnů. 
24 hodinový vzorek moči se uchovává bez aditiv. Nesmí se okyselovat. Zakalené vzorky 
močí je třeba před stanovením vyčeřit centrifugací. Při uchovávání močí v lednici při 2-8 °C 
je vzorek pro stanoveni K+ stabilní po dobu 2 měsíců. Při laboratorní teplotě je stabilní 45 dní 
[29, 44]. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400. 
Automatické pipety, laboratorní centrifuga. 
 Reagencie 
Reagencie jsou dodávány ve stavu určeném k přímému použití [29]. 
 
Název reagencií Katalog 
číslo 
Složení reagencií Koncentrace 
aktivních látek 
Stabilita 
Při 15-25°  C
ISE Buffer OE 66320 Trietanolamin 0,1 mol/l 2 měsíce 
ISE Low Serum Standard OE 66317 K+ 
Na+ 
Cl- 
3,5 mmol/l 
130 mmol/l 
85 mmol/l 
90 dní 
ISE High Serum Standard OE 66316 K+ 
Na+ 
Cl- 
6 mmol/l 
160 mmol/l 
120 mmol/l 
90 dní 
ISE Internal Reference 
Solution 
OE 66314 KCl 
AgCl 
3,3 mol/l 
nasycený roztok 
90 dní 
ISE Reference Solution OE 66318 KCl 1,0 mol/l 2 měsíce 
ISE K+ Selectivity Check OE 66313 K+ 5 mmol/l 90 dní 
ISE Na+ Selectivity Check OE 66313 Na+ 150 mmol/l 90 dní 
ISE Mid-Standard OE 66319 K+ 
Na+ 
Cl- 
0,13 mmol/l 
4,3 mmol/l 
3,1 mmol/l 
1 měsíc 
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Název reagencií Katalog 
číslo 
Složení reagencií Koncentrace 
aktivních látek 
Stabilita 
Při 15-25°  C
ISE Mid-Standard OE 66319 Cl- (High) 
50 mmol/l (Low) 
180 mmol/l 
(High) 
1 měsíc 
Clearing solution OE 66039    
 
Poznámka: 
Reagencie umožňují současně s K+ stanovovat na ISE modulu analyzátorů i Na+ a Cl-. 
Lahvičky s reagenciemi je nutné okamžitě po použití opět uzavírat. V ISE Internal 
Reference může být přítomna sraženina, která neovlivní funkci, pokud je reagencie před 
použitím důkladně protřepána. 
V reagenciích je jako konzervační látka přítomen formaldehyd [29]. 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vakuové BIO  
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
ISE K elektroda  OE 63103 
ISE referenční elektroda OE 63102 
 Příprava k činnosti 
Obvyklou součástí každodenní přípravy je čištění a následující promytí ISE modulu 
analyzátoru viz manuál analyzátoru Olympus AU 400, zde jen schematicky:  
¾ Do pozice CLEAN statimového kruhu vložit originální skleněnou zkumavku 
s CLEANING/WASH SOLUTION a postupem: SYSTEM STATUS – ISE 
STATUS – ISE UNIT START – CLEANING – YES realizovat asi 4 minutové 
čištění. 
¾  Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – PRIME – TOTAL PRIME (C) + 
stisknutí tlačítka STAT ROTATION/DIAG u statimového kruhu realizovat celkové 
promytí ISE modulu. 
Zpravidla jednou denně musí obsluha provést kontrolu jakosti pomocí kontrolních 
materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému tolerančnímu rozmezí, 
musí se nalézt a odstranit případná závada, eventuálně provést nová kalibrace a následně 
zopakovat kontrola jakosti: 
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¾ Do statimového kruhu se na označená místa vloží originální skleněné zkumavky 
s cca 0,5 ml kalibračních roztoků (ISE HIGH SERUM STANDARD, ISE LOW 
SERUM STANDARD, ISE HIGH URINE STANDARD, ISE LOW URINE 
STANDARD).  
¾ Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – ISE UNIT START – 
SERUM+URINE (C) – YES realizovat kalibraci. 
V případě potřeby lze provést důkladnější vyčištění ISE modulu. 
Dle potřeby se může zkontrolovat i selektivita stanovení K+ a Na+ pomocí ISE K+/Na+ 
Selectivity Check reagencie:  
¾ Do pozic STAT kruhu S-H (Sel-Na) a S-L (K-Sel) vložit v originálních skleněných 
zkumavkách ISE K+/Na+Selectivity Check roztoky. 
¾ Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – START ISE UNIT – 
SELECTIVITY CONTROL – YES realizovat proměření selektivity K a Na 
elektrod. 
Jako normální stav posuzuje systém u K elektrody hodnotu selektivity větší než 6,0. 
Anomální hodnota je odbarvena žlutě a signalizuje potřebu výměny elektrody. 
Po třech měsících je obvykle zapotřebí vyměnit hadice obou čerpadel v ISE modulu (na 
MID roztok i na odpadní kapalinu). 
 Pracovní postup 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza močí probíhá v červených emergency stojáncích. Pokud je analyzátor ve stavu 
STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, která  dále probíhá automaticky. 
Požadavky na analýzy séra se do analyzátoru mohou přenášet počítačovou sítí 
prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně pomocí 
klávesnice řídícího počítače analyzátoru. Požadavky na analýzy séra se do analyzátoru mohou 
přenášet počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se 
zadávají ručně pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. Požadavky na analýzy močí 
se zadávají pouze ručně pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. 
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti . 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace je celkově uveden v manuálu analyzátoru Olympus AU 400. 
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Pro kalibraci je doporučeno používat standardy Olympus, připravené k přímému použití. 
 
Materiál Standard Kat. čís. 
Sérum ISE Low Serum Standard         
ISE High Serum Standard 
OE66317              
OE 66316 
Materiál Standard Kat.čis. 
Moč ISE Low / High UrinStandard OE 66315 
  
ISE standardy jsou navázány na standardní referenční materiál NIST 956a. 
Kalibrace se provádí každé pondělí a středu, případně dle potřeby 
¾ při změně šarže ISE pufru (66320) 
¾  při významném posunu výsledků kontrolních materiálů 
¾ při výměně ISE elektrod  
¾  při významné údržbě či servisním zásahu spojeném s výměnou některých částí 
analyzátoru 
Stabilita elektrod se prověřuje tak, že se provede kalibrace 2x po sobě a hodnotí se 
rozdíly MID Solution factor mezi oběma měřeními. Při správné stabilitě a funkci 
elektrod by se faktor u K neměl lišit o víc než o 0,045 [29]. 
 Metrologické parametry 
Data určená výrobci pro analyzátory Olympus řady AU.  
Opakovatelnost stanovená výrobci setu opakovanou analýzou 80 sérových vzorků : 
 
Průměr K+ v séru (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
4,8 0,03 0,65 
 
a dále opakovanou analýzou 80 močových vzorků: 
 
Průměr K+ v moči (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
100 0,48 0,48 
 
Reprodukovatelnost: 
Byla určena opakováním analýz 80 sérových vzorků po dobu 10 dnů: 
 
Průměr K+ v séru (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
4,8 0,04 0,76 
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a dále opakováním analýz 80 močových vzorků po dobu 10 dnů : 
 
Průměr K+ v moči (mmol/l) SD (směrodat. odchylka) CV% (variační koef.) 
100 1,30 1,29 
 
 Správnost: 
Byla výrobci zajištěna návazností kalibrátorů 66315, 66316 a 66317 na referenční standard 
NIST 956a. 
Pracovní rozsah: 
Při stanovení K+ v séru je oblast linearity, dle údajů výrobce, mezi 1 – 10 mmol/l. 
Při stanovení K+ v moči je oblast linearity, dle údajů výrobce, mezi 2 – 200 mmol/l  
Mez detekce: 
Je hluboko pod nejnižší koncentrací připadající v úvahu v reálných vzorcích sér a močí. 
Proto její stanovení nemá praktický význam. 
Mez stanovitelnosti: 
Je hluboko pod nejnižší koncentrací připadající v úvahu v reálných vzorcích sér a močí. 
Proto její stanovení nemá praktický význam. 
Korelace s jinou metodou: 
Výrobci korelovali stanovení K+ v souboru 238 sérových vzorků  
(rozsah koncentrací K+ byl 1,5  – 7 mmol/l) s jinou komerčně dostupnou metodou. 
y = 0,977x + 0,107,  korelační koeficient r = 0,991 
Interference: 
Výrobci uvádí, že údaje o možné interferenci některých protisrážlivých činidle a léků jsou 
uvedeny v literatuře Young (1997) [34]. 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK  bylo v roce 2006 8 %. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřený potenciál ISE elektrody podle 
platné kalibrace a získá se tak koncentrace K+ ve vzorku [42]. 
Výsledky se průběžně zobrazují na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS . Mimo to je možný 
průběžný tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola 
výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Výsledky se vydávají v mmol/l. Předávají se (po splnění všech požadavků na stanovení a 
po provedení analytické a lékařské kontroly) na analýzu požadující pracoviště buď v 
elektronické formě pomocí laboratorního infomačního systému, nebo  v papírové formě spolu 
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s vyznačením fyziologických hodnot, eventuálně s hvězdičkovým vyznačením jejich 
překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobce udává  referenční rozmezí uvedené s tím, že výsledek závisí na věku, pohlaví, 
dietě a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si každá laboratoř určila vlastní referenční 
rozmezí pro svou vlastní populaci. 
Výrobce:sérum  3,5-5,1 mmol/l 
               moč  25-125 mmol/den 
Velká pozornost musí být věnována interpretaci výsledků K+ ze vzorků s hyperlipidemií a 
hyperproteinemií [28, 35]. 
Hodnota v séru (musí se hodnotit vždy v závislosti na pH krve) vyšší než 6,5 mmol/l je 
indikací k hemodialýze, koncentrace 9 – 10 mmol/l může vést až k náhlé zástavě srdce. 
Déletrvající hypokalémie může způsobit poruchy srdečního rytmu, případně až poškození 
tubulů ledvin. 
Syndrom hyperkalémie má příznaky tím horší, čím rychleji došlo k vzestupu kalémie [36]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Koncentrace draslíku v plazmě koncentrace vzrůstá (na každý pokles pH o 0,1 stoupá 
kalémie o cca 1 mmol/l), při alkalóze naopak klesá. Jako nejhorší je proto nutné hodnotit 
nález hypokalémie při acidóze [36]. 
Při nálezu hyperkalémie je nutné myslet například na možnost: 
¾ selhání ledvin s oligurií či anurií 
¾ selhání kůry nadledvin spojené s poruchou sekrece aldosteronu (Addisonova 
choroba) 
¾ poruchy tvorby aldosteronu (hypoaldosteronismus) 
¾ zničení juxtaglomerulárního aparátu 
¾ vlivu podávání inhibitorů ACE (angiotenzin-konvertujícího enzymu) 
¾ vlivu šokového stavu (dochází ke snížení extracelulárního objemu) 
¾ zhmoždění tkání 
¾ nadměrného přívodu draselných iontů například infuzí 
Nález hypokalémie může být způsoben:  
¾ Sníženým příjmem draslíku v potravě,  
¾ Porušenou funkcí ledvin, způsobující zvýšené ztráty draslíku z organismu  
¾ A dále k ní dochází operacích 
¾ Dlouhodobém hladovění 
¾ Infuzích bez draslíku 
¾ Hyperaldosteronismu 
¾ Dlouhodobé léčbě glukokortikoidy 
¾ Předávkování diuretiky 
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¾ Metabolické alkalóze a diabetické ketoacidóze 
¾ Hepatopatie 
¾ Používání anabolik 
¾ Polyurické fázi selhání ledvin 
¾ Renální tubulární acidóze 
¾ Bartterově syndromu 
¾ Ztrátách tekutin GIT (zvracení, průjmy) [11, 36, 37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálů je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou ISE elektrody, 
při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenou 
koncentrací K+ pro uvedený princip metody [11].  
Lze použít Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako R1 a Human 
Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označený jako R2.  
Například Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace K+  4,20 mmol/l, Level 3 má u 
šarže 226 hodnotu koncentrace K+  6,17 mmol/l. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu: 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma).  
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace K+ stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
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regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Pro kontrolu a řízení jakosti K+  v moči používáme BIO-RAD Liquichek Urine Chemistry 
Control1, lot 62771 má hodnotu koncentrace K+ 29,0 mmol/l.  
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
 Poznámky 
Rozpis údržby ISE  jednotky Analyzátoru Olympus  AU 400. 
¾ každý den ráno MID/REF PRIME 
¾ pondělí, středa  nebo dle potřeby kalibrace ISE jednotky  
¾ každou středu pročištění a propláchnutí propojovacích jednotek, pročištění a 
propláchnutí bloku elektrod - Total Prime 
¾ každých 14 dní ve středu selektivita elektrod  
 Jiné související informace 
Čištění ISE modulu prováděné v případě potřeby. 
 Analyzátor se musí převést do režimu STOP a na obrazovku nastavit ISE Diag: 
  Maintenance – Maker maintenance – ISE diag. 
Pročištění  propojovacích hadiček (Bypass) 
1) Do misky v ISE jednotce napipetovat 800 μl Cleaning wash solution (OE66039).   
2) Odsát obsah misky přes propojovací hadičky:  
    (Maintenance – Maker maintenance – ISE diag )- E) Drain Bypass  - Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
3) Vždy po cca půl minutě zopakovat kroky 1) a 2) celkem 3x. 
Propláchnutí propojovacích hadiček (Bypass) vodou. 
4) Do misky v ISE jednotce napipetovat 1 ml deionizované vody. 
5) Provést krok 2)  
6) Zopakovat kroky 4) a 5) celkem 5x. 
Pročištění bloku elektrod. 
7) Provést krok 1) tj. napipetování 800 µl čistícího roztoku 
8) Odsát obsah misky přes blok elektrod: 
   (Maitenance– Maker maintenance– ISE diag)– D) Drain Electrode – Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
9) Vždy po cca půl minutě zopakovat kroky 7) a 8) celkem 3x. 
 Propláchnutí bloku elektrod vodou   
10) Zopakovat kroky 4) tj. napipetování 1 ml vody a 8) tj. odsátí přes Electrode, celkem 
5x. 
 Celkové promytí 
11) (Maintenance – Maker maintenance – ISE diag )- A) Total Prime  - Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
12) Zopakovat krok 11) celkem 5x 
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(Sledovat protékání roztoků) 
13) Zavřít dvířka ISE jednotky. 
Analyzátor se musí převést do režimu STANDBY a na obrazovku nastavit ISE status: 
System status – ISE status  
 MID/REF PRIME  
13) (System status – ISE status) – Prime – E) MID/REF Prime – Stisknout bílé tlačítko u 
STAT kruhu 
14) Zopakovat krok 13) celkem 2x 
Kalibrace ISE je nutno provést vždy po tomto čištění 
15) Vložit do příslušných pozic STAT kruhu kalibrační roztoky ISE pro sérum a moč. 
16) (System status – ISE status) – ISE Unit Start – C) Calibration for Serum + Urine -  Yes  
3.5. SOP pro stanovení koncentrace chloridových aniontů v séru a v moči  
 Abstrakt 
Stanovení látkové koncentrace chloridového aniontu v séru a moči na analyzátorech řady 
AU Olympus metodou založenou na principu ISE [29]. 
 Kódy, názvy, definice a terminologe 
Ekvivalentní název: 
Chloridy, Cl 
Národní číselník laboratorních položek: 
01431 Cl (S; látková konc. [mmol/l]) 
01436 Cl (U; látková konc. [mmol/l]) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81157 Chloridy statim (21 bodů). 
81469 Chloridy (13 bodů ) [26]. 
Chloridy v séru a v moči se rutinně stanovují pomocí soupravy reagencií a ISE modulu 
biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus. 
Výrobcem reagencií je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s 
Mills, Co. Clare.  
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16 , 160 41 Praha 6 
Vokovice, P. O. Box 50 tel. 221 985 211. 
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Katalogová čísla reagencií ISE REAGENTS / STANDARDS jsou: 
 
66320 ISE Buffer 4 x 2000 ml 
66319 ISE Mid Standard 4 x 2000 ml 
66318 ISE Reference 4 x 1000 ml 
66317 ISE Low Serum Standard 4 x   100 ml 
66316 ISE High Serum Standard 4 x   100 ml 
66315 ISE Low/High Urine 
Standard 
4 x   100 ml 
66314 ISE Internal Reference 2 x     25 ml 
66313 ISE Na+/K+ Selectivity  2 x     25 ml 
 
Nezbytná je i příslušná iontově selektivní elektroda: 
 
63101 Cl Electrode MU 9196 
 
 Princip 
Chloridy se měří nepřímou potenciometrií pomocí iontově selektivní elektrody (ISE) 
specificky reagujícící změnou elektrického potenciálu, úměrnou koncentraci chloridových 
iontů ve vzorku, vůči potenciálu srovnávací referenční elektrody [42]. 
Koncentrace chloridů se určuje podle Nernstovy rovnice pomocí hodnoty vzorku o známé 
koncentraci. 
E = Eis + S x log C,  
kde Eis = konstantní potenciál referenční elektrody, S = směrnice, C = konc. chloridů 
v naředěném vzorku [29]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
ISE Buffer a ISE Mid Standard jsou konzervovány přídavkem formaldehydu (R43), který 
může iritovat při kontaktu s kůží (S24, S37, S60) [43]. 
Formaldehyd - roztok 37 %. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Chloridy jsou hlavním aniontem extracelulární tekutiny (celkový obsah chloridových iontů 
v organismu dospělého člověka je kolem 1400 mmol, s koncentrací 97-108 mmol/l 
v extracelulární tekutině proti 3-10 mmol/l v intracelulární tekutině), kde doprovázejí 
především sodík.  Podílejí se z velké části na osmotickém tlaku extracelulární tekutiny.  
Velký význam mají pro udržování acidobazické rovnováhy. Chloridy mají dále význam při 
tvorbě kyselé žaludeční šťávy [31]. 
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Chloridy se do organismu dostávají potravou ve formě NaCl, obdobně jako sodík. 
Regulace chloridů v organismu je stejná jako regulace sodíku. Fyziologické denní ztráty 
chloridů (120-240 mmol/den močí, 10 mmol/den stolicí a 10-20 mmol/den potem) jsou proto 
stejné jako u sodíku. Shodné se sodíkem je i vylučování chloridů ledvinami: jsou bez omezení 
filtrovány v glomerulech a vstřebávány v distálních tubulech [11]. 
Chloridy mohou být nadměrně ztráceny: 
¾ Močí  při diuretické léčbě nebo při hypofunkci nadledvin. 
¾ GIT při dlouhodobém zvracení či odsávání žaludeční šťávy. 
¾ Potem např. nadměrné fyzické zatížení při vysoké teplotě prostředí. 
Při větších ztrátách se vyvíjí metabolická hypochloremická alkalóza, protože chloridové 
ionty jsou nahrazovány hydrogenuhličitanovými ionty. 
Naopak při sníženém vylučování chloridů (především hypofunkce ledvin) dochází 
k rozvoji renální metabolické acidózy [32, 36]. 
 Odběr primárního vzorku a transport 
Pro  stanovení se používá sérum a moč. Speciální příprava pacienta ani dieta není nutná. 
Obvyklý je odběr ráno nalačno, odběr se provádí běžným způsobem ze žíly. Při skladování a 
transportu vzorků je třeba dodržovat běžné zásady [33, 44]. 
 Manipulace s materiálem 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. 
Při uchovávání séra při teplotě 2-25 °C je vzorek stabilní 7 dní, obdobně moč vydrží beze 
změny až 1 týden. 
24 hodinový vzorek moči se uchovává bez aditiv. Nesmí se okyselovat. Zakalené vzorky 
močí je třeba před stanovením vyčeřit centrifugací [33]. 
 Přístroje a pomůcky 
 Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Automatické pipety, laboratorní centrifuga 
 Reagencie 
Reagencie jsou dodávány ve stavu určeném k přímému použití [29]. 
 
Název reagencií Katalog 
číslo 
Složení reagencií Koncentrace 
aktivních látek 
Stabilita 
při 15-25°  C 
ISE Buffer OE 66320 Trietanolamin 0,1 mol/l 2 měsíce 
ISE Low Serum Standard OE 66317 K+ 
Na+ 
Cl- 
3,5 mmol/l 
130 mmol/l 
85 mmol/l 
90 dní 
ISE High Serum Standard OE 66316 K+ 
Na+ 
Cl- 
6 mmol/l 
160 mmol/l 
120 mmol/l 
90 dní 
ISE Internal Reference 
 Solution 
OE 66314 KCl 
AgCl 
3,3 mol/l 
nasycený roztok 
90 dní 
 
 
 
 
73
Název reagencií Katalog 
číslo 
Složení reagencií Koncentrace 
aktivních látek 
Stabilita 
při 15-25°  C 
ISE Reference Solution OE 66318 KCl 1,0 mol/l 2 měsíce 
ISE K+ Selectivity Check OE 66313 K+ 5 mmol/l 90 dní 
ISE Na+ Selectivity Check OE 66313 Na+ 150 mmol/l 90 dní 
ISE Mid-Standard OE 66319 K+ 
Na+ 
Cl- 
Cl- 
0,13 mmol/l 
4,3 mmol/l 
3,1 mmol/l 
50 mmol/l 
(Low) 
180 mmol/l 
(High) 
1 měsíc 
Clearing solution OE 66039    
 
Poznámka.: Reagencie umožňují současně s Cl- stanovovat na ISE modulu analyzátorů i 
Na+ a K+. Lahvičky s reagenciemi je nutné okamžitě po použití opět uzavírat. 
 V ISE Internal Reference může být přítomna sraženina, která neovlivní funkci, pokud je 
reagencie před použitím důkladně protřepána [29]. 
 V reagenciích je jako konzervační látka přítomen formaldehyd – viz bezpečnostní aspekty. 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
ISE Cl elektroda  OE 63101 
ISE referenční elektroda OE 63102 
 Příprava k činnosti 
Obvyklou součástí každodenní přípravy je čištění a následující promytí ISE modulu 
analyzátoru viz manuál analyzátoru Olympus AU 400, zde jen schematicky: 
¾ Do pozice CLEAN statimového kruhu vložit originální skleněnou zkumavku 
s CLEANING/WASH SOLUTION a postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS 
– ISE UNIT START – CLEANING – YES realizovat asi 4 minutové čištění. 
¾ Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – PRIME – TOTAL PRIME (C) + 
stisknutí tlačítka STAT ROTATION/DIAG u statimového kruhu realizovat celkové 
promytí ISE modulu. 
Zpravidla jednou denně musí obsluha provést kontrolu jakosti pomocí kontrolních 
materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému tolerančnímu rozmezí, 
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musí se nalézt a odstranit případná závada, eventuálně provést nová kalibrace a následně 
zopakovat kontrola jakosti: 
¾ Do statimového kruhu se na označená místa vloží originální skleněné zkumavky 
s cca 0,5 ml kalibračních roztoků (ISE HIGH SERUM STANDARD, ISE LOW 
SERUM STANDARD, ISE HIGH URINE STANDARD, ISE LOW URINE 
STANDARD).  
¾ Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – ISE UNIT START – 
SERUM+URINE (C) – YES realizovat kalibraci. 
V případě potřeby lze provést důkladnější vyčištění ISE modulu. 
Dle potřeby se může zkontrolovat i selektivita stanovení K+ a Na+ pomocí ISE K+/Na+ 
Selectivity Check reagencie:  
¾ Do pozic STAT kruhu S-H (Sel-Na) a S-L (K-Sel) vložit v originálních skleněných 
zkumavkách ISE K+/Na+Selectivity Check roztoky. 
¾ Postupem: SYSTEM STATUS – ISE STATUS – START ISE UNIT – 
SELECTIVITY CONTROL – YES realizovat proměření selektivity K a Na 
elektrod. 
Jako normální stav posuzuje systém u K elektrody hodnotu selektivity větší než 6,0. 
Anomální hodnota je odbarvena žlutě a signalizuje potřebu výměny elektrody. 
Po třech měsících je obvykle zapotřebí vyměnit hadice obou čerpadel v ISE modulu (na 
MID roztok i na odpadní kapalinu). 
 Pracovní postup 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza močí probíhá v červených emergency stojáncích. Pokud je analyzátor ve stavu 
STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, která  dále probíhá automaticky. 
Požadavky na analýzy séra se do analyzátoru mohou přenášet počítačovou sítí 
prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně pomocí 
klávesnice řídícího počítače analyzátoru. Požadavky na analýzy  séra se do analyzátoru 
mohou přenášet počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo 
se zadávají ručně pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. Požadavky na analýzy 
močí se zadávají pouze ručně pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. 
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti . 
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 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace je celkově uveden v manuálu analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci je doporučeno používat standardy Olympus, připravené k přímému použití: 
 
Materiál Standard Kat. čís. 
Sérum ISE Low Serum Standard         
ISE High Serum Standard 
OE66317              
OE 66316 
Materiál Standard Kat.čis. 
Moč ISE Low / High UrinStandard OE 66315 
  
 ISE standardy jsou navázány na standardní referenční materiál NIST 956a. 
Kalibrace se provádí každé pondělí a středu, případně dle potřeby 
¾ při změně šarže ISE pufru (66320) 
¾  při významném posunu výsledků kontrolních materiálů 
¾ při výměně ISE elektrod  
¾  při významné údržbě či servisním zásahu spojeném s výměnou některých částí 
analyzátoru 
Stabilita elektrod se prověřuje tak, že se provede kalibrace 2x po sobě a hodnotí se rozdíly 
MID Solution factor mezi oběma měřeními. Při správné stabilitě a funkci elektrod by se 
faktor u Cl neměl lišit o víc než o 0,025 [29]. 
 Metrologické parametry 
Data určená výrobci pro analyzátory Olympus řady AU. 
Opakovatelnost stanovena výrobci setu opakovanou analýzou 80 sérových vzorků: 
 
Průměr Cl- v séru (mmol/l) SD (směrodatná odchylka) CV% (variační koeficient) 
90 0,58 0,64 
 
a dále opakovanou analýzou 80 močových vzorků: 
 
Průměr Cl- v moči (mmol/l) SD (směrodatná odchylka) CV%(variační koeficient) 
245 1,06 0,43 
 
Reprodukovatelnost: 
Byla určena opakováním analýz 80 sérových vzorků po dobu 10 dnů: 
 
Průměr Cl- v séru (mmol/l) SD (směrodatná odchylka) CV%(variační koeficient) 
90 0,63 0,71 
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a dále opakováním analýz 80 močových vzorků po dobu 10 dnů: 
 
Průměr Cl- v moči (mmol/l) SD (směrodatná odchylka) CV%(variační koeficient) 
245 2,22 0,9 
 
Správnost: 
Byla výrobci zajištěna návazností kalibrátorů 66315, 66316 a 66317 na referenční standard 
NIST 956a. 
Pracovní rozsah: 
Při stanovení Cl- v séru je oblast linearity, dle údajů výrobce, mezi 50 – 200 mmol/l. 
Při stanovení Cl- v moči je oblast linearity, dle údajů výrobce, mezi 15 – 400 mmol/l. 
Mez detekce: 
Je hluboko pod nejnižší koncentrací připadající v úvahu v reálných vzorcích sér a močí. 
Proto její stanovení nemá praktický význam. 
Mez stanovitelnosti: 
Je hluboko pod nejnižší koncentrací připadající v úvahu v reálných vzorcích sér a močí. 
Proto její stanovení nemá praktický význam. 
Korelace s jinou metodou: 
Výrobci korelovali stanovení Cl- v souboru 238 sérových vzorků (rozsah koncentrací Cl-
 byl 80  – 125 mmol/l) s jinou komerčně dostupnou metodou.  
y = 1,024x – 2,032,  korelační koeficient r = 0,977 
Interference: 
Výrobci uvádí, že údaje o možné interferenci některých protisrážlivých činidle a léků jsou 
uvedeny v literatuře Young (1997) [34]. 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK  bylo v roce 2006 7%. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřený potenciál ISE elektrody podle 
platné kalibrace. Získá se tak koncentrace Cl- ve vzorku [41]. 
Výsledky se průběžně zobrazují na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS . Mimo to je možný 
průběžný tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola 
výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště . 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Výsledky se vydávají v mmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po provedené analytické a lékařské kontrole) na analýzu požadující 
pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního informačního systému, nebo po 
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tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických hodnot, eventuelně s vyznačením 
jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobce udává referenční rozmezí uvedené v tabulce s tím, že výsledek závisí na věku, 
pohlaví, dietě a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si každá laboratoř určila vlastní 
referenční rozmezí pro svou vlastní populaci. 
Výrobce: sérum 98-106 mmol/l 
                moč 110-250 mmol/den 
Velká pozornost musí být věnována interpretaci výsledků chloridů ze vzorků 
s hyperlipidemií a hyperproteinemií [28, 35,]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášen 
Koncentraci chloridů je třeba interpretovat vždy současně s ostatními laboratorními 
výsledky a klinickými nálezy a příznaky. 
Nález hypochloridémie může být způsoben například: 
¾ Zvracením, odsáváním žaludeční šťávy 
¾ Léčbou diuretiky (současně dohází ke ztrátám sodíku a draslíku) 
¾ Hypofunkcí nadledvin (Addisonova choroba) 
¾ Nadměrným pocením a doplňováním tekutin vodou bez minerálů 
¾ Dietou chudou na NaCl 
¾ Těžkými průjmy 
¾ Otravou bromidy 
¾ Cushingovým syndromem 
Naopak hyperchloridémie může nastat například při: 
¾ Selhání ledvin  
¾ Infuzi roztoku NaCl při současné hypofunkci ledvin 
¾ Dehydrataci organismu za nedostatečného přívodu tekutin 
¾ Primárním aldosteronismu (Connův syndrom) 
¾ Respirační alkalóze[11, 36, 37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálů je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou ISE elektrody, 
při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenou 
koncentrací Cl- pro uvedený princip metody [11].  
Jeho označení je následujíci: Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako 
R1 a Human Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označený jako R2.  
Například Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace 99,0 mmol/l, Level 3 má u šarže 
226 hodnotu koncentrace 117,0 mmol/l. 
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Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Do lahvičky přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro 
ředění standardních a kontrolních roztoků, přesně 5,0 ml vody pro injekce (Aqua 
pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace K+ stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Pro kontrolu a řízení jakosti Cl- v moči používáme BIO-RAD Liquichek Urine Chemistry 
Control1, lot 62771 má hodnotu koncentrace Cl- 35,0 mmol/l.  
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
 Poznámky 
Rozpis údržby ISE  jednotky Analyzátoru Olympus  AU 400. 
¾ každý den ráno MID/REF PRIME 
¾ pondělí, středa  nebo dle potřeby kalibrace ISE jednotky  
¾ každou středu pročištění a propláchnutí propojovacích jednotek, pročištění a 
propláchnutí bloku elektrod - Total Prime 
¾ každých 14 dní ve středu selektivita elektrod  
 Jiné související informace 
Čištění ISE modulu prováděné v případě potřeby. 
 Analyzátor se musí převést do režimu STOP a na obrazovku nastavit ISE Diag: 
  Maintenance – Maker maintenance – ISE diag. 
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Pročištění  propojovacích hadiček (Bypass) 
1) Do misky v ISE jednotce napipetovat 800 μl Cleaning wash solution (OE66039).   
2) Odsát obsah misky přes propojovací hadičky:  
    (Maintenance – Maker maintenance – ISE diag )- E) Drain Bypass  - Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
3) Vždy po cca půl minutě zopakovat kroky 1) a 2) celkem 3x. 
Propláchnutí propojovacích hadiček (Bypass) vodou. 
4) Do misky v ISE jednotce napipetovat 1 ml deionizované vody. 
5) Provést krok 2)  
6) Zopakovat kroky 4) a 5) celkem 5x. 
Pročištění bloku elektrod. 
7) Provést krok 1) tj. napipetování 800 µl čistícího roztoku 
8) Odsát obsah misky přes blok elektrod: 
   (Maitenance– Maker maintenance– ISE diag)– D) Drain Electrode – Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
9) Vždy po cca půl minutě zopakovat kroky 7) a 8) celkem 3x. 
 Propláchnutí bloku elektrod vodou   
10) Zopakovat kroky 4) tj. napipetování 1 ml vody a 8) tj. odsátí přes Electrode, celkem 
5x. 
 Celkové promytí 
11) (Maintenance – Maker maintenance – ISE diag )- A) Total Prime  - Stisknout bílé 
tlačítko u STAT kruhu. 
12) Zopakovat krok 11) celkem 5x 
      (Sledovat protékání roztoků) 
13) Zavřít dvířka ISE jednotky. 
Analyzátor se musí převést do režimu STANDBY a na obrazovku nastavit ISE status: 
System status – ISE status  
 MID/REF PRIME  
13) (System status – ISE status) – Prime – E) MID/REF Prime – Stisknout bílé tlačítko u 
STAT kruhu 
14) Zopakovat krok 13) celkem 2x 
Kalibrace ISE je nutno provést vždy po tomto čištění 
15) Vložit do příslušných pozic STAT kruhu kalibrační roztoky ISE pro sérum a moč. 
16) (System status – ISE status) – ISE Unit Start – C) Calibration for Serum + Urine -  Yes  
3.6. SOP pro stanovení koncentrace vápníku v séru a v moči  
 Abstrakt 
Stanovení koncentrace celkového vápníku v séru a moči pomocí fotometrického setu OSR 
6276 na analyzátor Olympus AU 400 i jiných otevřených systémech [29]. 
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 Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název: 
Vápník, Kalcum, Ca 
Národní číselník laboratorních položek: 
01224 Ca (S; látková koncentrace [mmol/l]) 
01226 Ca (U; látková koncentrace [mmol/l]) 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81139 Vápník celkový statim. (Urgentní stanovení koncentrace celkového vápníku v séru a 
moči na automatickém analyzátoru.) 27 bodů [26]. 
81625 Vápník celkový. (Stanovení koncentrace celkového vápníku v séru a moči na 
automatickém analyzátoru.) 18 bodů [26]. 
Vápník v séru a v moči se rutinně stanovuje pomocí soupravy CALCIUM ARSENAZO III 
na biochemických fotometrických analyzátorech Olympus, ale i jiných otevřených systémech. 
Výrobcem  reagencií je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s 
Mills, Co. Clare.  
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16 , 160 41 Praha 6 
Vokovice, P. O. Box 50, tel. 221 985 211. Katalogové číslo setu je: OSR 6276. 
 Princip 
Stanovení je založeno na reakci vápníkových iontů ze vzorku s činidlem Arzenazo III, což 
je  (2,2´-[1,8-dihydroxy-3,6-disulfonaftalen-2,7-bisazo]-bisbenzenarzenitá kyselina), při které 
vzniká intenzivně purpurově zbarvený komplex. Nárůst absorbance měřený fotometricky při 
660 / 700 nm je přímo úměrný koncentraci vápníku ve vzorku [29, 30]. 
 
Ca Arzenazo  III. Komplex Ca-Arzenazo III. (purpurově zabarvený)+
pH 6, 52+
 
 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem. 
Zdraví škodlivé je činidlo Arzenazo III. 
R20/22: Škodlivé při inhalaci nebo polknutí. 
S9: Uchovávat v dobře větraném prostoru. 
S36: Používat vhodný ochranný oděv. 
S60: S reagenciemi i obalovým materiálem se musí zacházet jako s nebezpečným odpadem 
[43]. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Vápník patří k důležitým minerálním látkám, například spolu s fosforem tvoří anorganický 
podíl kostí, dentinu a zubní skloviny.  
Je přijímán potravou, denní dávka je asi 25 mmol = 1 gram, resorbuje se GIT. 
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Z organismu je vápník vylučován ledvinami, potem, stolicí a mateřským mlékem během 
laktace [31]. 
V krvi se vyskytuje ve třech formách: 
¾ Volný ionizovaný vápenatý iont (cca 50%). 
¾ Vázaný na proteiny, převážně albumin a částečně na globuliny (cca 45%). 
¾  Vázaný v komplexech s organickými sloučeninami (fosfáty, bikarbonáty, citráty 
5%) [11]. 
Frakce vázaná na proteiny nemůže procházet membránami a označuje se jako 
nedifuzibilní, na rozdíl od ionizovaného a komplexně vázaného Ca, které jsou difuzibilní. 
Fyziologicky nejdůležitější je ionizovaná frakce, ale její přímé stanovení je obtížné. Může 
se určit z hodnoty koncentrace celkového vápníku, koncentrace proteinů (především 
albuminu) a pH krve [40]. 
Například se používá vzorec: iCa = 878 x S_Ca / S_Alb x (15,384  + 1053). Tento výpočet 
ovšem nerespektuje změny pH, které mohou koncentraci ionizovaného vápníku ovlivnit. Je 
proto nespolehlivý v situacích s výraznou acidémií nebo alkalémií. 
Metabolismus vápníku je řízen parathormonem (parathyrin), kalcitoninem a vitaminem D. 
Vitamín D je nutný v biologicky aktivní formě 1,25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol), 
který vzniká hlavně endogenní tvorbou [44]. 
Parathormon (hormon příštitných tělísek) se uvolňuje při poklesu koncentrace vápníku a 
způsobuje zvýšenou resorbci Ca2+ z primární moče a uvolňování Ca2+  z kostí. 
Biologicky aktivní forma vitaminu D zvyšuje resorbci Ca2+  v GIT a uvolňování z kostí. 
Kalcitonin, hormon produkovaný štítnou žlázou je uvolňován při zvýšení koncentrace Ca2+  
a brzdí uvolňování z kostí a zvyšuje vylučování Ca2+  močí [11]. 
Ionizovaný vápník plní v organismu následující funkce: 
¾ Snižuje nervosvalovou dráždivost 
¾ Snižuje propustnost membrán a kapilárních stěn 
¾ Potřebný pro svalovou kontrakci 
¾ Nezbytný pro hemokoagulaci 
¾ Základní složkou kostí 
¾ Nutný při laktaci 
¾ Nezbytný při aktivaci řady enzymů 
¾ Účastní se na řízení koncentrační schopnosti ledvin 
 Stanovení ovlivňuje lipémie, těhotenství (snižuje), klid na lůžku (zvyšuje) a zatažení paže 
při odběru (zvyšuje). Rozdíl mezi odběrem v sedě a v leže je asi 10% [32, 35, 36]. 
 Odběr primárního vzorku a transport 
Ke stanovení se používá sérum a moč.  
Speciální příprava pacienta před odběrem není nutná, pouze je třeba zachovávat stejnou 
polohu při odběru a nezaškrcovat příliš paži, ani s ní dlouho necvičit. 
Sérum je zapotřebí oddělit co nejdříve po odběru.  
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Stanovení v moči provádíme z neředěného vzorku moče, který získáme z 24 hodinového 
sběru jako reprezentativní vzorek [33, 40].  
 Omezení 
Je třeba věnovat zvýšenou pozornost interpretaci výsledku vápníku u pacientů 
s poškozenými renálními funkcemi, u kterých byla během 24 hodin před odběrem  aplikována 
kontrastní látka s gadoliniem. Vápník by se měl v těchto případech stanovit metodou 
založenou na jiném principu, jako jsou iontově selektivní elektrody nebo atomová absorpční 
spektrofotometrie. Pokud není alternativní metoda k dispozici, je nutné provést odběr vzorku 
na stanovení Ca2+  před podáním kontrastní látky [37, 44]. 
 Manipulace s materiálem 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem.  
Sérum oddělené bezprostředně po odběru je při teplotě laboratoře stabilní 7 dní, při 
uchovávání v lednici při 2-8 °C pak 3 týdny. 
Vzorky močí jsou stabilní 2 dny při teplotě laboratoře, nebo 4 dny při uchovávání  
v lednici 2 – 8 °C [29]. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Automatické pipety, laboratorní centrifuga 
 Reagencie 
Soupravy reagencií obsahují činidlo R1 ve formě čiré tmavě růžové kapaliny připravené 
k přímému vložení do reagenčních kruhů analyzátorů [29]. 
Set OSR 6276 se dodává v balení: 
R1 (tmavě růžová čirá kapalina) 4 x 60 ml 
Z jednoho balení se provede 3520 stanovení. 
Neotevřené reagencie jsou stabilní až do data exspirace uvedeného na obalu soupravy. 
Otevřené reagencie jsou v chlazeném reagenčním prostoru analyzátoru stabilní po dobu 30 
dní [29]. 
Složení reagencií: 
Imidazolový pufr pH 6,5 
Arzenazo III v koncentraci 0,30 mmol/l 
Triton X-100 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
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 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pracovní činidlo R1 se vloží do reagenčního kruhu analyzátoru. 
Pipetované objemy pro sérum:  
                               R1 :                         60 µl         Diluent:                  240 µl 
                               R2 :                           0 µ          Diluent:                      0 µl 
                               Vzorek:                     5 µl         Diluent:                       0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 660 nm   vedlejší 700 nm 
Metoda:                 END 
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 0      poslední 10   
Pipetované objemy pro moč:  
                               R1 :                         58 µl         Diluent:                  43 µl 
                               R2 :                         58 µl         Diluent:                    0 µl 
                               Vzorek:                      2 µl         Diluent:                    0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 520 nm   vedlejší 800 nm 
Metoda:                 FIXED  
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 13      poslední 24   
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty pak vkládá do podavače 
analyzátoru. Analýza probíhá automaticky. Analýza močí probíhá v červených emergency 
stojáncích. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet počítačovou sítí 
prostřednictvím laboratorního informačního systému nebo se zadávají ručně pomocí 
klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci se používá vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou Ca2+ pro daný princip reakce. Olympus System Calibrator kat. čís. 66300, má 
hodnotu Ca2+ u šarže 111 rovnou 2,49 mmol/l [27, 29].  
Příklad jiných vhodných materiálů: 
Precinorm U (šarže 164 098) má hodnotu koncentrace Ca2+ 2,38 mmol/l; 
Kalibrátory se dodávají v lyofilizovaném stavu. Doporučuje se skladovat je v lednici při    
teplotě 2 – 8 °C, v tom případě jsou  stabilní až do doby exspirace vyznačené na každé 
lahvičce. Otevřený a rekonstituovaný rozpipetovaný materiál v alikvotech je stabilní 7 dní při 
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uložení v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím boxu 
(při minus 18 až minus 20 °C).  
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Pro stanovení v moči je doporučený Olympus Urine Calibrator ODC 0025, který je 
navázaný na standardní referenční materiál NIST 9O9b Level 1. Olympus Urine Calibrator 
má hodnotu koncentrace Ca2+ 3,5 mmol/l. 
Kalibrátor se dodává v balení 6 x 8 ml ve stavu umožňujícím přímé použití. Pouze je třeba 
obsah lahviček před použitím zhomogenizovat opatrným obracením. Je doporučeno označit 
lahvičku datem otevření. 
Kalibrátor nesmí zmrznout, pokud se tak nestane, je neotevřený stabilní až do doby 
exspirace. Otevřený kalibrátor je stabilní po dobu 60 dní za podmínky zabránění kontaminace, 
bezprostředního pečlivého uzavírání po každém použití a uchovávání v lednici při  
teplotě 2 – 8 °C. 
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže, po výměně reagencie, při významné změně výsledků 
kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti analyzátoru 
[29]. 
Typ kalibrace: AB         Vzorec: Y = AX + B 
Stabilita kalibrace:         cca 30 dní 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
 (průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 
v séru   0,004  mmol/l  
v moči   0,02 mmol/l 
Mez stanovitelnosti:  
(průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 
v séru    0,01 mmol/l 
v moči   0,07 mmol/l 
Linearita: 
v séru    0 – 4 mmol/l 
v moči    0 – 10,0 mmol/l  
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Specificita: 
Významná interference: 
Lipemický vzorek nelze používat (přídavek lipidů 10,0 g/l způsobil nárůst koncentrace 
Ca2+ o 29%). 
Nevýznamná interference: 
Hemolytický vzorek ( přídavek hemoglobinu 5 g/l způsobil změnu koncentrace Ca2+o 
méně než 3%). 
Ikterický vzorek ( přídavek bilirubinu 684 µmol/l způsobil pokles koncentrace Ca2+ o 
méně než 2%). 
Askorbát (přídavek 500 mg/l způsobil interferenci menší než 5%). 
Hořčík ( přídavek 400 mg/l způsobil interferenci menší než 3%). 
V literatuře (Young, 1997) jsou uvedeny další substance s potenciální interferencí [34]. 
Analytická nepřesnost: 
byla výrobci soupravy prověřena analyzováním 80 vzorků séra (z nichž byly připraveny 2 
typy směsných sér) po dobu 20 dnů a 60 vzorků močí (z nichž byly rovněž připraveny dva 
typy směsné moče) po dobu 10 dnů.  
SD = směrodatná odchylka      %     VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost (v sérii) Reprodukovatelnost (v čase 20 dnů)
Ca Průměr 
(mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
% VK Průměr 
mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
% VK 
 1,41 0,01 0,40 1,41 0,01 0,64 
 2,79 0,01 0,25 2,79 0,01 0,46 
 
SD = směrodatná odchylka      % VK = variační koeficient v % 
 
Moč Opakovatelnost (v sérii) Reprodukovatelnost (v čase 10 dnů)
Ca Průměr 
(mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
VK % Průměr 
mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
VK % 
 0,3 0,01 2,03 0,3 0,01 3,93
 2,2 0,03 1,18 2,2 0,05 2,12
 
Stabilita a správnost:  
Je jištěna návazností kalibrátoru na standardní referenční materiál NIST 909b level 1. 
Prověřena byla i pomocí kontrolních referenčních materiálů se sérovou matricí (vše v 
mmol/l). 
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla prováděna vždy v kvintetu. VK% byl 
vesměs menší než 5%.  
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V tabulce jsou uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále byly s obdobnými výsledky 
prověřeny např. Kontrollogen L 623137, Kontrollogen LP 623223 a OCS 014).  
 
Ca (mmol/l)  Čerstvé reagencie 30 dnů v přístroji 10 dnů při 37 °C 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm 689 2,14-2,73 2,37 -2,71 2,7 -2,57 2,36 -2,94 
Precipath 021 2,98-3,78 3,4 0,74 3,41 1,19 3,39 0,34 
Serodos 6792 3,1-3,8 3,56 3,14 3,59 3,96 3,58 3,61 
 
Srovnání metod:  
Výsledky setu získané na sérech pacientů (n=106) na analyzátoru Olympus AU 640 byly 
srovnány s výsledky dosaženými pomocí plamenové fotometrie: 
Rozsah koncentrací Ca v séru: 1,37-3,57 mmol/l 
Rovnice regresní přímky: y=1,002 x - 0,049 
Korelační koeficient: 0,980 
Povolené toleranční rozmezí firmou SEKK pro rok 2006 bylo 10%. 
Výsledky v moči u 112 pacientů byly srovnány s výsledky získanými jinou komerčně 
dostupnou fotometrickou metodou: 
Rozsah koncentrací Ca v moči: 0,51-7,52 mmol/l 
Rovnice regresní přímky: y=0,982 x - 0,016 
Korelační koeficient: 0,996 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS . Mimo to je možný 
průběžný tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola 
výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště, která analýzu zadala. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v mmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických 
hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
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Poznámka:  
Přepočet dříve užívané jednotky: mg/dl  = mmol/l x 4. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobci  uvádí  následující referenční fyziologická rozmezí: 
Sérum:  dospělí 2,20-2,65 mmol/l 
Moč:  muži  do 7,5 mmol/l 
              ženy  do 6,2 mmol/l 
Každá laboratoř by si ale měla určit vlastní rozmezí, které závisí na věku, pohlaví, dietě a 
geografické poloze, pro populaci pro kterou zajišťuje stanovení [28, 35, 44]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Hyperkalcémie se projeví polyurií, polydipsí, somnolencií, adynamií, zácpou, zvracením a 
posléze až poruchou ledvin [36]. 
Zvýšená koncentrace Ca2+ nastává při: 
¾ Hyperparathyreóze 
¾ výšené mobilizaci kostního vápníku (metastazující nádory, leukémie, myelom) 
¾ Otravě vitaminem D  
¾ Podávání thiazidových diuretik 
¾ Hypofunkci nadledvin (Addisonova choroba) 
¾ Sarkoidóze 
¾ Dlouhotrvající respirační alkalóze 
¾ Pagetově chorobě 
¾ Akromegalii 
¾ Akutní kostní atrofii  
Hypokalcémie může vést ke křečím (tetanie) [37]. 
K nejčastějším příčinám snížené koncentrace Ca2+ patří : 
¾ Hypovitaminóza D (nedostatečný přívod) 
¾ Chronické selhání ledvin 
¾ Hypoparathyreóza 
¾ Nedostatek Ca v potravě  
¾ Snížená absorpce Ca v GIT 
¾ Těhotenství  a laktace 
¾ Alkalémie (klesá ionizovaný podíl) 
¾ Hypomagnezémie 
¾ Akutní pankreatitida 
¾ Hypoalbuminémie 
¾ Větší počet krevních transfúzí 
¾ Růst 
¾ Resekce tenkého střeva [36, 37]. 
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 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné součásti 
analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
hodnotami Ca2+ pro uvedený princip metody [11].  
Vhodným materiálem je i Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako R1 
a Human Precision Level 3 (kat. číslo UE  1558) označený jako R2.  
Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace Ca2+ 2,34 mmol/l, Level 3 má u šarže 226 
hodnotu koncentrace Ca2+ 3,14 mmo/l [29]. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace Ca2+ stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Pro kontrolu stanovení v moči se používají referenční materiály s močovou matricí a 
udanou náležitou hodnotou vápníku BIO-RAD Liquichek Urine Chemistry Control1, lot 
62771 má hodnotu koncentrace Ca2+ 1,87 mmol/l.  
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [18]. 
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3.7. SOP pro stanovení koncentrace celkového bilirubinu v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení koncentrace celkového bilirubinu v séru a v plazmě fotometrickým 
testem soupravou TOTAL BILIRUBIN OSR 6212 Olympus Diagnostica na analyzátoru 
Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název: 
bilirubin IXα 
celkový bilirubin 
1,3,6,7-tetrametyl-4,5-dikarboxyetyl-2,8-divinyl-(b-13)-dihydrobilenon 
Chemický název: 
1,10,19,22,23,24-hexahydro-2,7,13,17-tetrametyl-1,19-dioxo-3,18-divinylbilin-8,12-
dipropanová kyselina [31]. 
Strukturní vzorec bilirubinu: 
 
NO N
C
N
C
ONH HH
OOO OHH
H
 
 
Národní číselník laboratorních položek: 
01153 Bilirubin celkový (S; látková koncentrace [μmol/l]) 
Laboratorní informační systém: 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81361 Bilirubin celkový  TBIL (14 bodů). 
81121 Bilirubin celkový statim (22 bodů) [26]. 
TOTAL BILIRUBIN je diagnostický test určený pro měření koncentrace celkového 
bilirubinu v séru nebo v plazmě biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus (ale i 
jinými otevřenými analyzátory). 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare. Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 
6, P. O. Box 50, tel. 221 985 211. 
Katalogové číslo setu je OSR 6212 
 Princip 
Stabilizovaná diazoniová sůl DPD (tj. 3,5-dichlorfenyldiazonium tetrafluoroborát)  reaguje 
přímo s konjugovaným (přímým) bilirubinem. Za přítomnosti akcelerátoru (kofein), který 
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uvolní nekonjugovaný bilirubin z vazby na albumin, pak činidlo reaguje i s nekonjugovaným 
(nepřímým) bilirubinem za tvorby azobarviva (azobilirubin). Intenzita absorbance měřená při 
540 nm je přímo úměrná koncentraci celkového bilirubinu ve vzorku: 
 
DPD AzobilirubinBilirubin +
Kofein
Smáčedlo  
 
Současné proměření sérového slepého vzorku v jiné kyvetě omezuje vliv endogenní sérové 
interference [30, 41]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem. 
Reagencie jsou konzervovány přídavkem 1% jedovatého Azidu sodného. 
Mimo negativní zdravotní působení je azid sodný rizikový proto, že může reagovat 
s olovem nebo mědí za vzniku explozivních azidů. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie: 
Bilirubin patří mezi žlučová barviva, což jsou heterocyklické sloučeniny tvořené čtyřmi 
pyrolovými jádry spojenými methylenovými můstky. V organismu vznikají převážně z hemu 
hemoglobinu při zániku erytrocytů ve slezině (denně asi 250-300 mg bilirubinu). Menší část 
pochází i z jiných sloučenin obsahujících hem (cytochromy, kataláza, myoglobin). 
Rozštěpením porfyrinového jádra mezi prvým a druhým pyrolovým kruhem vzniká nejdříve 
zelený biliverdin, který je ještě ve slezině redukován na bilirubin (dle koncentrace žlutý až 
rubínově červený). Bilirubin navázaný na hydrofilní nosič albumin je pak krví  transportován 
do jater. Bilirubin navázaný na albumin reaguje s činidlem až po uvolnění vazby, tedy 
nepřímo. Nazývá se proto nepřímý nebo lépe nekonjugovaný. V játrech bilirubin  konjugací 
s kyselinou glukuronovou tvoří glukuronidy bilirubinu. Bilirubin esterifikovaný kyselinou 
glukuronovou se nazývá konjugovaný a protože reaguje přímo s činidlem na stanovení 
bilirubinu, označuje se také jako přímý bilirubin. Konjugovaný bilirubin přechází do 
žlučovodů a žlučí se dostává do střeva, kde jeho redukcí vzniká řada dalších barevných 
produktů (urobilinogen, sterkobilinogen). Celkový bilirubin je součet nekonjugovaného a 
konjugovaného bilirubinu [31, 45]. 
Tvorbu, příjem, uskladnění, metabolismus i exkreci bilirubinu ovlivňuje řada nemocí, při 
kterých se zvyšuje tj. způsobuje hyperbilirubinémii buď konjugovaný, nebo nekonjugovaný, 
nebo oba, tj. celkový bilirubin. Zvýšení nad 43 µmol/l způsobuje žluté zabarvení kůže – 
ikterus. Klasifikace onemocnění pak rozlišuje prehepatální (příčinou je nadměrný vznik 
hemu), hepatální (při poškození jaterních buněk) a posthepatální (nejčastěji obstrukce 
žlučových cest) ikterus. 
Zvýšenou koncentraci bilirubinu mají novorozenci (fyziologický novorozenecký ikterus - 
vrchol 3-5 den). Bilirubin má antioxidační účinky. V poslední době se uvažuje, že bilirubin 
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není jen látkou odpadní, ale působí také příznivě jako antioxidans, toto může změnit pohled 
na novorozeneckou hyperbilirubinémii [11]. 
Dlouhodobé hladovění může bilirubinémii výrazně zvýšit. Nižší koncentrace se nachází 
v těhotenství [37, 45]. 
 Odběr primárního vzorku 
Běžným způsobem, obvykle ráno nalačno, se provádí odběr séra. Vzorky je nutné chránit 
před světlem. 
 Omezení 
Pro stanovení nejsou vhodné hemolytické vzorky a vzorky, které byly dlouhodobě 
vystaveny světlu [33]. 
 Manipulace s materiálem 
Vzorky je zapotřebí chránit před světlem. Při teplotě laboratoře (15 – 25 °C) jsou vzorky 
stabilní jen 1 den, při uchovávání v lednici (2 – 8°C) pak 7 dní [29]. 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400. 
Automatické pipety,laboratorní centrifuga. 
 Reagencie 
Jedno balení setu TOTAL BILIRUBIN OSR6212obsahuje:  
R1 TBILC (Colour Liquid) čirá nažloutlá kapalina 4x40 ml 
R1 TBILB (Blank Liquid)  čirá bezbarvá kapalina 4x40 ml 
Z jednoho setu se provede 1330 stanovení. 
Reagencie jsou dodávány ve stavu umožňujícím přímé vložení do reagenčních kruhů 
analyzátoru. 
Neotevřené reagencie jsou, při uložení v lednici při teplotě 2-8 °C a ochraně TBILC před 
světlem, stabilní až do data exspirace uvedeného na obalu setu. Otevřené reagencie jsou v 
chlazeném reagenčním prostoru analyzátoru stabilní po dobu 30 dní [29]. 
Složení reagencií: 
 
Kofein 2,1 mmol/l 
DPD 
(3,5 dichlorfenyldiazoniumtetrafluorborát)
0,31 mmol/l 
 
Smáčedlo + 
Konzervační činidlo (azid sodný) + 
 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
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Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (a po každé kalibraci) provést kontrolu jakosti 
pomocí kontrolních materiálů.  
V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému tolerančnímu rozmezí, musí se 
provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná závada a následně zopakovat 
kontrola jakosti [6, 27]. 
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru viz manuál 
Olympus AU 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání analyzátoru viz manuál Olympus AU 400. 
Pro tuto soupravu je charakteristické specifické nastavení parametrů kvůli samostatnému 
měření sérového blanku: 
Musí se vlastně zavést dvě metody (TBILC (colour reagent) a TBILB (blank reagent)), 
včetně shodného nastavení specifických parametrů a kalibrací  (PARAMETR-SPECIFIC 
TEST PARAMETRS a PARAMETR CALIBRATION-CALIBRATION SPECIFIC). 
Výjimkou ve shodném nastavení obou metod je odlišné nastavení faktoru rozsahu (Dynamic 
Range) u TBILB na -99999 a +99999. Výsledky obou metod měřených v různých kyvetách se 
potom spojí (PARAMETR- INTERRELATED TEST- SAMPLE BLANK-Colour Test = 
TBILC – Blank Test = TBILB). 
Pracovní činidla R1 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů.  
Pipetované objemy:  
                               R1 :                         30 µl         Diluent:                 120 µl 
                               Sérum:                      6 µl         Diluent:                     0 µl 
  
Vlnová délka:         hlavní 540 nm   vedlejší 660 nm 
Metoda:                 END                               
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 0    poslední 10 
 Stručný popis postupu 
Přesný popis  analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. 
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Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci lze použít vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou koncentrace celkového bilirubinu pro daný princip reakce [11].  
 Vhodný je Olympus System Calibrator 66300, který je navázaný na standardní referenční 
materiál NIST 916a. Výrobní šarže 111 má hodnotu celkového bilirubinu nastavenu na  
53,5 µmol/l. 
Materiály se dodávají v lyofilizovaném stavu (balení 20 x 5 ml). Doporučuje se skladovat 
je v lednici při teplotě 2 – 8 °C, v tom případě jsou kalibrátory stabilní až do doby exspirace 
vyznačené na každé lahvičce. Otevřený a rekonstituovaný materiál je stabilní 7 dní při uložení 
v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím boxu 
 (při –18 až – 20 °C). 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže reagencie, po doplnění reagencie, při významné změně 
výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti 
analyzátoru [29]. 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací. 
 Typ kalibrace: AB         Vzorec: Y = AX + B 
 Stabilita kalibrace:         cca 30 dní 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku):v séru a plazmě 0,39 µmol/l  
Mez stanovitelnosti: 
 (průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): v séru a plazmě 1,2 µmol/l 
Linearita: 
v séru a plazmě  0 – 513 µmol/l 
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Specificita: 
Hemolytický vzorek nelze používat (přídavek hemoglobinu 5 g/l způsobil pokles 
koncentrace o 55%).  
Lipemický vzorek (přídavek lipidů 10,0 g/l způsobil nárůst koncentrace o méně než 3%). 
V literatuře (Young, 1997) jsou uvedeny další substance s potenciální interferencí [34]. 
Analytická nepřesnost:   
Byla výrobci soupravy prověřena analyzováním 60 vzorků séra (z nichž byly připraveny 3 
typy směsných sér) po dobu 10 dnů. 
SD = směrodatná odchylka  %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Analýza čerstvých vzorků Analýza po 10 dnech 
Celkový bilirubin (µmol/l) SD (µmol/l) % VK SD (µmol/l) % VK 
7,58 0,10 1,35 0,14 1,79 
17,76 0,17 0,94 0,37 2,06 
222,75 1,12 0,50 3,15 1,41 
 
Stabilita a správnost:  
Je jištěna návazností kalibrátoru na standardní referenční materiál NIST 916a. Prověřena 
byla i pomocí kontrolních referenčních materiálů se sérovou matricí (vše v µmol/l). 
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla prováděna vždy v kvintetu. VK% byl 
vesměs  
menší než 5%. V tabulce jsou uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále byly s 
obdobnými výsledky  prověřeny např. Kontrollogen L 623139 a Kontrollogen LP 623224 ).  
 
Celkový bilirubin 
(µmol/l) 
Koncentrace 
(µmol/l) 
Čerstvé reagencie 30 dnů v 
přístroji 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm 18737106 25,6 
24,3-34,9 
31,3 5,90 30,9 4,62 
Precipath 19202112 78,1 
64,1-92,2 
79,9 2,19 79,1 1,18 
Olympus L 1 14 19,8 
15,7-23,9 
20,1 1,38 19,8 -0,17
 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK  bylo v roce 2006 21%. 
Srovnání metod: 
Výsledky setu získané na sérech pacientů (n = 111) na analyzátoru Olympus AU 640 byly 
srovnány s výsledky dosaženými pomocí jiné komerčně dostupné metody: 
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Rozsah koncentrací celkového bilirubinu v séru: 0,86-447,34 µmol/l 
Rovnice regresní přímky: y=0,942 x + 0,392 
Korelační koeficient: 0,980 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS . Mimo to je možný 
průběžný tisk výsledků na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola 
výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště, která si analýzu vyžádala. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v µmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému LIS, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením 
fyziologických hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře . 
Poznámka:  
Přepočet starších jednotek používaných dříve pro koncentraci bilirubinu 
mg/dl x 17,1 = µmol/l, µmol/l x 0,0585 = µg/ml 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobci udávají jako referenční interval u dospělých v séru hodnoty 5 – 21 µmol/l. 
Záleží na věku, pohlaví, typu vzorku a geografické poloze. 
Příklad literárních údajů o referenčním rozmezí celkového bilirubinu v závislosti na věku 
[28, 35]: 
  
Věk Koncentrace 
(µmol/l) 
0 – 1 den 34 -103 
0 -- 2 dny 103 – 171 
3 – 5 dní 68 – 137 
1 – 55 roků 3,4 – 17,1 
15 – 99 roků 3,4 – 17,1 
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 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Vyšetření koncentrace bilirubinu má své důležité místo především při diferenciální 
diagnostice ikteru. 
Podle toho, na které úrovni došlo k poruše se rozlišují: 
Prehepatální ikterus.  
V krvi převažuje nekonjugovaný bilirubin. Příčinou je vysoká tvorba bilirubinu při 
zvýšeném rozpadu hemoglobinu, kterou již kapacitajater nestačí zpracovat. Patří sem: 
¾ Korpuskulární hemolytická anémie (srpkovitá anémie, thalasémie, 
¾ Extrakorpuskulární anémie (hemolýza po transfuzi, autoimunitní hemolýza,  
¾ Novorozenecká žloutenka. 
Hepatální ikterus: 
V krvi je zvýšený nekonjugovaný i konjugovaný bilirubin. Příčinou je často poškození 
hepatocytů a tím snížené vychytávání bilirubinu, nedostatečná konjugace ale i špatné 
vylučování do žluče. 
¾ Akutní virové hepatitidy 
¾ Chronické virové hepatitidy 
¾ Autoimunitní hepatitida 
¾ Akutní alkoholická hepatitida 
¾ Toxické poškození jater (houby, rozpouštědla, toxiny, ...) 
¾ Cirhózy 
Posthepatální ikterus: 
 V krvi převažuje konjugovaný bilirubin. Příčinou je nejčastěji obstrukce (uzávěr) 
žlučových cest. 
¾ Uzávěr žlučových cest kamenem 
¾ Záněty žlučových cest 
¾ Pankreatitidy[11, 36, 37 ]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvalit pomocí kontrolních referenčních materiálů je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, a podobně [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
koncentracemi pro uvedený princip metody [11].  
Lze použít kontrolní materiál Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako 
R1 a Human Precision Level 3 (UE 1558) označený jako R2.  
Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace TBIL 30,0 µmol/l, Level 3 má u šarže 226 
hodnotu koncentrace TBIL 80,0 µmol/l.. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
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¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě  
2 – 8 °C. V tom případě jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. 
Rekonstituovaná (a eventuelně rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení 
koncentrace TBIL stabilní 7 dní při uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní 
maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze.  
Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen překročení některého z nastavených 
Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování regulačních diagramů) znamená, že se 
analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je nutné prověřit a po odstranění 
eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
3.8. SOP pro stanovení koncentrace přímého bilirubinu v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení koncentrace konjugovaného (přímého) bilirubinu v séru a v plazmě 
fotometrickým testem soupravou DIRECT BILIRUBIN OSR 6211 Olympus Diagnostica na 
analyzátoru Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název: 
Bilirubin přímý 
Bilirubin konjugovaný 
Chemický název: 
1,10,19,22,23,24-hexahydro-2,7,13,17-tetrametyl-1,19-dioxo-3,18-divinylbilin-8,12-
dipropanová kyselina [31].  
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Strukturní vzorec: 
NO N
C
N
C
ONH HH
OOO OHH
H
 
 
Národní číselník laboratorních položek: 
01157 Bilirubin konjugovaný (S; látková koncentrace [μmol/l] ) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81363 Bilirubin konjugovaný (14 bodů) 
81123 Bilirubin konjugovaný statim (21 bodů)[26]. 
DIRECT BILIRUBIN je diagnostický test určený pro měření koncentrace konjugovaného 
(přímého) bilirubinu v séru nebo v plazmě biochemickými fotometrickými analyzátory 
Olympus (ale i jinými otevřenými analyzátory). 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare.  
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50, tel. 221 985 211. 
Katalogové číslo setu je OSR 6211 
 Princip 
Stabilizovaná diazoniová sůl DPD (tj. 3,5-dichlorfenyl-diazonium tetrafluoroborát) reaguje 
přímo s konjugovaným (přímým) bilirubinem v kyselém prostředí, za tvorby barviva 
azobilirubinu. Intenzita absorbance měřená při 570 nm je přímo úměrná koncentraci 
konjugovaného bilirubinu ve vzorku[30, 41]. 
 
Bilirubin DPD Azobilirubin+
 
 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
Reagencie DBILC i DBILB jsou korozivní, protože obsahují kyselinu sírovou. 
R35: Mohou způsobit poleptání. 
S20, S26, S30, S36/37/39, S45, S60: Při práci nejíst a nepít. Při zasažení očí okamžitě 
vypláchnout vodou a vyhledat lékařskou pomoc. Do reagencií se nikdy nesmí přidat voda! 
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Používat vhodný ochranný oděv, rukavice a brýle. Při nehodě nebo při nevolnosti ihned 
vyhledat lékařskou pomoc. Se zbytky reagencií i obalů se musí zacházet jako s nebezpečným 
odpadem [43]. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie: 
Bilirubin patří mezi žlučová barviva, což jsou heterocyklické sloučeniny tvořené čtyřmi 
pyrolovými jádry spojenými methylenovými můstky. V organismu vznikají převážně z hemu 
hemoglobinu při zániku erytrocytů ve slezině (denně asi 250-300 mg bilirubinu). Menší část 
pochází i z jiných sloučenin obsahujících hem (cytochromy, kataláza, myoglobin). 
Rozštěpením porfyrinového jádra mezi prvým a druhým pyrolovým kruhem vzniká nejdříve 
zelený biliverdin, který je ještě ve slezině redukován na bilirubin (dle koncentrace žlutý až 
rubínově červený). Bilirubin navázaný na hydrofilní nosič (albumin) je pak krví 
 transportován do jater. Bilirubin navázaný na albumin reaguje s činidlem až po uvolnění 
vazby, tedy nepřímo. Nazývá se proto nepřímý nebo lépe nekonjugovaný. V játrech bilirubin  
konjugací s kyselinou glukuronovou tvoří glukuronidy bilirubinu. Bilirubin esterifikovaný 
kyselinou glukuronovou se nazývá konjugovaný a protože reaguje přímo s činidlem na 
stanovení bilirubinu, označuje se také jako přímý bilirubin. Konjugovaný bilirubin přechází 
do žlučovodů a žlučí se dostává do střeva, kde jeho redukcí vzniká řada dalších barevných 
produktů (urobilinogen, sterkobilinogen, aj.). Celkový bilirubin je zhruba součet 
nekonjugovaného a konjugovaného bilirubinu[11, 31]. 
Tvorbu, příjem, uskladnění, metabolismus i exkreci bilirubinu ovlivňuje řada nemocí, při 
kterých se zvyšuje tj. způsobuje hyperbilirubinémii buď konjugovaný, nebo nekonjugovaný, 
nebo oba, tj. celkový bilirubin. Zvýšení nad 43 µmol/l způsobuje žluté zabarvení kůže – 
ikterus. Klasifikace onemocnění pak rozlišuje prehepatální (příčinou je nadměrný vznik 
hemu), hepatální (při poškození jaterních buněk) a posthepatální (nejčastěji obstrukce 
žlučových cest) ikterus, kdy právě převažuje nález konjugovaného (přímého) bilirubinu [45]. 
 Odběr primárního vzorku a transport 
Běžným způsobem, obvykle ráno nalačno, se provádí odběr séra. Speciální příprava 
pacienta není nutná. Vzorky je nutné chránit před světlem [33]. 
 Omezení stanovení 
Stanovení nelze realizovat v hemolytickém nebo lipemickém vzorku a také ve vzorku 
vystaveném dlouhodobě světlu [40]. 
 Manipulace s materiálem 
Vzorky je zapotřebí chránit před světlem. Při teplotě laboratoře (15 – 25 °C) jsou vzorky, 
chráněné před světlem, stabilní 3 dny. 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem.  
 Přístroje a pomůcky  
Biochemickéý fotometrický analyzátor Olympus AU 400  
Automatické pipety, laboratorní centrifuga 
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 Reagencie 
Set se dodává v balení: 
R1 DBILC (Colour Liquid) čirá bezbarvá kapalina  4x 40 ml  
R1 DBILB (Blank Liquid) čirá bezbarvá až nažloutlá kapalina 4x 40 ml 
Z jednoho balení se provede 660 stanovení. 
Reagencie jsou dodávány ve stavu umožňujícím přímé vložení do reagenčních kruhů 
analyzátoru[10]. 
Neotevřené reagencie jsou, při uložení v lednici (2 – 8 ° C) a ochraně DBILC před 
světlem, stabilní až do data exspirace uvedeného na obalu setu. Otevřené reagencie jsou v 
chlazeném reagenčním prostoru analyzátoru stabilní po dobu 21 dní[29]. 
Složení reagencií: 
DPD (3,5-dichlorfenyldiazonium tetrafluorborát) 0,07 mmol/l 
HCl        150 mmol/l 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (a po každé kalibraci) provést kontrolu jakosti 
pomocí kontrolních materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému 
tolerančnímu rozmezí, musí se provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná 
závada a následně zopakovat kontrola jakosti [7].  
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru viz manuál 
Olympus AU 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání viz manuál Olympus AU 400.  
Pro tuto soupravu je charakteristické specifické nastavení parametrů kvůli samostatnému 
měření sérového blanku: 
Musí se vlastně zavést dvě metody (DBILC (colour reagent) a DBILB (blank reagent)), 
včetně shodného nastavení specifických parametrů a kalibrací  (PARAMETR-SPECIFIC 
TEST PARAMETRS a PARAMETR CALIBRATION-CALIBRATION SPECIFIC). 
Výjimkou ve shodném nastavení obou metod je odlišné nastavení faktoru rozsahu 
(Dynamic Range) u DBILB na -99999 a +99999. Výsledky obou metod měřených v různých 
kyvetách se potom spojí (PARAMETR- INTERRELATED TEST- SAMPLE BLANK-Colour 
Test = DBILC – Blank Test = DBILB). 
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Pracovní činidla R1 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů. 
 Pipetované objemy:  
                               R1 :                         30 µl         Diluent:                 120 µl 
                               Sérum:                      3 µl         Diluent:                     0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 570 nm   vedlejší 660 nm 
Metoda:                 END  
                               
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 0    poslední  2 
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace je celkově uveden v návodu k obsluze analyzátoru Olympus AU 
400. 
Pro kalibraci lze použít vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou koncentrace celkového bilirubinu pro daný princip reakce[11].  
Vhodný kalibrátor je Olympus System Calibrator 66300, který je navázaný na 
gravimetrický standard (dvojsodná sůl bilirubin ditaurátu).  
Například výrobní šarže 111 má hodnotu konjugovaného bilirubinu nastavenu na  
39,0 µmol/l. 
Materiály se dodávají v lyofilizovaném stavu (balení 20 x 5 ml). Doporučuje se skladovat 
je v lednici  při teplotě 2 – 8 °C, v tom případě jsou kalibrátory stabilní až do doby exspirace 
vyznačené na každé lahvičce. Otevřený a rekonstituovaný materiál je stabilní 7 dní pří uložení 
v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím boxu (při 
minus 18 až minus 20 °C). 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce. 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
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¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů.  
Rekalibraci je třeba provést vždy při změně šarže, po doplnění reagencie, při významné 
změně výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité 
součásti analyzátoru [29]. 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací. 
Typ kalibrace: AB         Vzorec: Y = AX + B 
Stabilita kalibrace:         cca 21 dní 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): v séru a plazmě: 0,24 µmol/l  
Mez stanovitelnosti: 
 (průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): v séru a plazmě: 1,0 µmol/l 
Linearita: 
v séru a plazmě 0 – 171 µmol/l 
Specificita: 
substance s potenciální interferencí. 
Hemolytický vzorek nelze používat (již přídavek hemoglobinu 2 g/l způsobil pokles 
koncentrace o 93%).  
Lipemický vzorek (přídavek lipidů 10,0 g/l způsobil změnu koncentrace o méně než 10%). 
V literatuře (Young, 1997) jsou uvedeny další [34]. 
Analytická nepřesnost: 
Byla výrobci soupravy prověřena analyzováním 60 vzorků séra (z nichž byly připraveny 3 
typy směsných sér) po dobu 10 dnů.  
SD = směrodatná odchylka % VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Analýza čerstvých vzorků Analýza po 10 dnech 
Konjugovaný bilirubin 
(µmol/l) 
SD (µmol/l) % VK SD (µmol/l) % VK 
10 0,18 1,78 0,33 3,24 
17 0,26 1,51 0,50 2,92 
116 1,34 1,16 2,55 2,20 
 
Stabilita a správnost:  
Je jištěna návazností kalibrátoru na gravimetrický standard. Prověřena byla i pomocí 
kontrolních referenčních materiálů s sérovou matricí (vše v µmol/l). 
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Analýza referenčních kontrolních materiálů byla prováděna vždy v kvintetu. V tabulce jsou 
uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále byly s obdobnými výsledky prověřeny např. 
Kontrollogen L 623139 a Kontrollogen LP 623224 ). 
 
Konjugovaný bilirubin 
(µmol/l) 
Koncentrace 
(µmol/l) 
Čerstvé reagencie 30 dnů v přístroji 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm U 18737106 11,46 (8,72-14,19) 10,43 -8,96 10,16 -11,34
Precipath U 19202112 36,59 (27,87-45,32) 32,39 -11,50 32,11 -12,24
Olympus L 1 14 2,39 (1,20-3,59) 2,57 7,14 2,32 -2,86 
 
Srovnání metod:  
Výsledky setu získané na sérech pacientů (n = 99) na analyzátoru Olympus AU 640 byly 
srovnány s výsledky dosaženými pomocí jiné komerčně dostupné metody: 
Rozsah koncentrací konjugovaného bilirubinu v séru: 0,2-151,5 µmol/l 
Rovnice regresní přímky: y=0,789 x - 0,7 
Korelační koeficient: 0,998 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace [42]. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS . Mimo to je možný 
průběžný tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola 
výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště, která si analýzu vyžádala. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vyjadřují v µmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických 
hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
Poznámka:  
Přepočet starších jednotek používaných dříve pro koncentraci bilirubinu:  
mg/dl x 17,1 = μmol/l, μmol/l x 0,0585 = μg/ml 
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 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobci udávají jako referenční interval u dospělých v séru hodnoty < 3,4 µmol/l. 
Záleží na věku, pohlaví, typu vzorku a geografické poloze[28, 35]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Vyšetření koncentrace bilirubinu má své důležité místo především při diferenciální 
diagnostice ikteru. 
Podle toho, na které úrovni došlo k poruše se rozlišují : 
Prehepatální ikterus.  
V krvi převažuje nekonjugovaný bilirubin. Příčinou je vysoká tvorba bilirubinu při zvýšeném 
rozpadu hemoglobinu, kterou již kapacita jater nestačí zpracovat [11, 16]. 
¾ Korpuskulární hemolytická anémie (srpkovitá anémie, thalasémie, 
¾ Extrakorpuskulární anémie (hemolýza po transfuzi, autoimunitní hemolýza, aj.) 
¾  Novorozenecká žloutenka 
Hepatální ikterus. 
V krvi je zvýšený nekonjugovaný i konjugovaný bilirubin. Příčinou je často poškození 
hepatocytů a tím snížené vychytávání bilirubinu, nedostatečná konjugace ale i špatné 
vylučování do žluče. 
¾ Chronické virové hepatitidy 
¾  Autoimunitní hepatitida 
¾  Akutní alkoholická hepatitida 
¾ Toxické poškození jater (houby, rozpouštědla, toxiny, ...) 
¾  Cirhózy 
Posthepatální ikterus.  
V krvi převažuje konjugovaný (přímý) bilirubin. Příčinou je nejčastěji obstrukce (uzávěr) 
žlučových cest. 
¾ Uzávěr žlučových cest kamenem 
¾ Záněty žlučových cest 
¾  Pankreatitidy [23, 36, 37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality  pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
koncentracemi pro uvedený princip metody [11].  
Pro danou metodu je použit  Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako 
R1 a Human Precision Level 3 (UE 1558) označený jako R2.  
Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace pro DBIL 20,0 µmol/l, Level 3 má u šarže 
226 hodnotu koncentrace pro DBIL 28,0 µmol/l. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování.  
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Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole.  
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace DBIL stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29].  
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze [11].  
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
3.9. SOP pro stanovení aktivity alaninaminotransferázy (ALT)  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení aktivity ALT (alaninaminotransferázy) v séru kinetickým UV 
fotometrickým testem soupravou ALT OSR 6107 Olympus Diagnostica na analyzátoru 
Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy, názvy, definice, terminologie 
Ekvivalentní název :  
Alaninaminotransferáza 
Alanintransamináza 
GPT 
Glutamát-pyruvát transamináza 
Systematický název: 
L-alanin : 2-oxoglutarát aminotransferáza 
Národní číselník laboratorních položek: 
00581 ALT (S; koncentrace katalytické aktivity [µkat/l]) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
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Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81111 Rutinní stanovení ALT v séru na automatickém analyzátoru (17 bodů). 
81337 Statim stanovení ALT v séru na automatickém analyzátoru (26 bodů) [26]. 
ALT OSR 6107 je diagnostický test určený pro rutinní měření aktivity 
alaninaminotransferázy v séru nebo v plazmě biochemickými fotometrickými analyzátor 
Olympus (ale i jinými otevřenými analyzátory). 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare.   
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/6, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50, tel. 221 985 211, www.olympus.cz 
Katalogové číslo setu je OSR 6107  
 Princip 
Metoda je založená na doporučeních IFCC (International Federation for Clinical 
Chemistry) [29]. 
ALT katalyzuje reakci L-alaninu s 2-oxoglutarátem, při které dojde k transaminaci za 
vzniku L-glutamátu a pyruvátu: 
 
L - alanin 2 - oxoglutarát Pyruvát
ALT
L - glutamát+ +
 
 
Pyruvát dále reaguje s NADH za katalýzy laktátdehydrogenázy. NADH se oxiduje na NAD+ a 
pyruvát se redukuje na laktát: 
 
Pyruvát NADH H
+ LDH L -laktát NAD
++ + +
 
 
Sleduje se úbytek NADH fotometricky měřením poklesu absorbance při 340 nm. 
Endogenní pyruvát je odstraněn během inkubační periody [30, 41]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
Reagencie jsou konzervovány přídavkem jedovatého azidu sodného. Mimo negativní 
zdravotní působení je azid sodný rizikový proto, že může reagovat s olovem nebo mědí za 
vzniku explozivních azidů. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie: 
ALT je cytoplazmatický enzym (polypeptid složený z 495 aminokyselin, Mr=54 439). 
Vyskytuje se především v jaterních, ale i v srdečních, ledvinných a svalových buňkách.  
Při poškození těchto buněk nebo jen při zvýšení permeability buněčné membrány se dostává 
ve zvýšené míře do krve.  
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 Patří mezi transferázy přenášející dusíkaté skupiny, konkrétně aminoskupinu. Podílí se 
tedy na metabolismu dusíku (transformace alfa-ketokyselin na aminokyseliny).  
Katalyzuje přenos aminoskupiny z  L-alaninu na 2-oxoglutarát za vzniku pyruvátu a L-
glutamátu. Reakce se uplatňuje při syntéze, odbourávání i přeměně aminokyselin [46].  
Jeho koenzymem je pyridoxalfosfát-derivát vitaminu B6 (pyridoxin). V séru není tento 
koenzym přítomen vždy v dostatečném množství, takže přidá-li se k reakční směsi, dojde k 
zvýšení naměřených hodnot téměř u všech sér, ale v různé míře (v průměru se zvýší o 20%). 
Stanovení se provádí s pyridoxalfosfátem[11]. 
Použití: 
Stanovení  aktivity ALT v séru patří mezi základní rutinní metody klinické biochemie. 
Indikací pro vyšetření je celá řada: jaterní onemocnění, onemocnění žlučových cest, 
dekompenzované srdeční vady aj [37]. 
Preanalytické požadavky: 
Při stanovení vadí hemolýza vzorku. Paradoxně je při nižší teplotě menší stabilita vzorků. 
Je nutné zaregistrovat související informace o skutečnostech, které ovlivňují výsledek 
stanovení, jako je fyzická aktivita (zvyšuje), věk (lehké zvýšení u dětí), hmotnost (zvýšení u 
obézních lidí), pohlaví (muži mají vyšší aktivitu než ženy), těhotenství (mírně snižuje), požití 
alkoholu (zvyšuje) a poloha při odběru (vleže je aktivita o 10-15% nižší) [33, 47]. 
 Odběr primárního vzorku a transport 
Stanovení se provádí v nehemolytickém séru. Speciální příprava pacienta ani dieta není 
nutná, pro obvyklé vyšetřování je vhodný odběr žilní krve ráno nalačno [11]. 
 Omezení 
Stanovení nelze provést v hemolytickém séru, nevhodné je požití alkoholu a aplikace 
některých léků (penicilin, salicyláty, opiáty) před odběrem. Je zapotřebí zaregistrovat i další 
důležité preanalytické informace o faktech, která mohou způsobit zvýšení či snížení ALT 
[40]. 
 Manipulace s materiálem 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s potenciálně infekčním biologickým 
materiálem.  
Při laboratorní teplotě je vzorek stabilní 3 dny. Při uchovávání v lednici při teplotě 
 2 – 8 °Cje vzorek stabilní 7 dní, ale při mínus 20°C, tj. v mrazícím boxu vydrží vzorek 
paradoxně jen 2 dny [29]! 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Laboratorní odstředivka,automatické pipety 
 Reagencie 
Set OSR 6107 se dodává v balení: 
R1(bezbarvá kapalina) 4x50 ml  
R2 (světle žlutá kapalina) 4x25 ml 
Z jednoho balení se provede 2000 stanovení u analyzátoru AU 400. 
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Při analýze se používá kapalný pyridoxalfosfát (kat. č. 60106,  v balení je 6 lahviček po 
4 ml), který se pro aktivaci dodává zvlášť.  
Před použitím se přidává 1 ml pyridoxalfosfátu do R1 (několikrát opatrně promíchat). R2 
je dodáváno ve stavu určeném pro přímé použití v analyzátoru [29]. 
Neotevřené reagencie jsou při skladování v lednici při teplotě 2 – 8 °C stabilní do doby 
expirace vyznačené na obalu. V chlazeném prostoru analyzátoru (on board) jsou reagencie při 
postupu dle IFCC stabilní po dobu 30 dnů, při použití pyridoxalfosfátu v R1 je stabilita 
omezena na 7 dní [47]. 
Reagencie obsahují: 
 
TRIS pufr (pH 7,15) 100 mmol/l 
L-alanin 500 mmol/l 
2-oxoglutarát 12 mmol/l 
LDH > 30 µkat/l 
NADH 0,20 mmol/l 
Pyridoxalfosfát zvlášť pod k 0,10 mmol/l) 
Azid sodný + 
 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (a po každé kalibraci) provést kontrolu jakosti 
pomocí kontrolních materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému 
tolerančnímu rozmezí, musí se provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná 
závada a následně zopakovat kontrola jakosti [1]. 
V pravidelných intervalech se musí provádět předepsaná údržba analyzátoru viz manuál 
analyzátor Olympus AU 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání analyzátoru viz manuál  Olympus AU 400 
Pracovní činidla R1 a R2 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů. 
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Analyzátorem pipetované objemy:  
                               R1 :                       100 µl         Diluent:                    50 µl 
                               R2 :                         50 µl         Diluent:                    50 µl 
                               Sérum:                    10 µl         Diluent:                      0 µl 
 
Vlnová délka:         hlavní 340 nm   vedlejší 660 nm 
Metoda:                 RATE   -kinetika 
Reakce:                 -  
1. bod:                   první 14      poslední 27   
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus 
AU 400.Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do šedých vzorkových stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru. 
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti . 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci se používá vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou aktivity ALT pro daný princip reakce [11]. 
 V tomto případě je použitý Olympus System Calibrator kat. čís. 66300, který má u šarže 
111 aktivitu ALP 1,64 µkat/l.  
Příklad jiných vhodných materiálů: 
Precinorm U má aktivitu ALP u šarže 167969 rovnou 0,683 µkat/l.  
Kalibrátory se dodávají v lyofilizovaném stavu. 
Doporučuje se skladovat v lednici při 2 – 8 °C, v tom případě jsou  stabilní až do doby 
exspirace vyznačené na každé lahvičce. Otevřený a rekonstituovaný rozpipetovaný materiál 
v alikvotech je stabilní 7 dní při uložení v lednici (při 2 – 8 °C) a stabilní maximálně 30 dnů 
při uložení v mrazícím boxu (při minus 18 až minus 20 °C). 
 Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
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¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Stanovení je možné provozovat v MB modu. MB faktor je definován jako průměrný faktor 
získaný opakovaným měřením Olympus System Calibrator 66300 (za podmínek 
reprodukovatelnosti) v AB modu. Vždy se musí použít čerstvá lahvička kalibrátoru. 
Bezprostředně po provedení kalibrace se musí provést kontrola kvality podle zásad správné 
laboratorní praxe [29].  
Návaznost: 
Při použití aktivace pomocí pyridoxal fosfátu je hodnota kalibrátoru navázána na 
referenční metodu IFCC, s referenčním materiálem IRMM/FCC-454 [47]. 
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže reagencie, po doplnění reagencie, při významné změně 
výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti 
analyzátoru 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací. 
Opakované stanovení MB faktoru je doporučeno vždy po výměně důležité části 
analyzátoru.  
Reagenční blank je doporučeno proměřit vždy při změně šarže reagencií [29]. 
Typ kalibrace: MB Vzorec: Y = AX + B 
Stabilita kalibrace: cca 30 dnů 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 0,02 µkat/l 
Mez stanovitelnosti  
(průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 0,07 µkat/l 
Linearita:  
0,05 – 8,33 µkat/l v séru nebo plazmě  
Specificita: 
Vyšší koncentrace bilirubinu (přídavek bilirubinu 684 µmol/l způsobil zvýšení o méně než 
5 %). 
Hemolytický vzorek ( přídavek hemoglobinu 5,0 g/l způsobil zvýšení o méně než 10 %).  
Lipemický vzorek (přídavek 17,1 mmol/l triglyceridů měl za následek pokles méně než 
3 %). 
Pyruvát (přídavek pyruvátu 1 mmol/l zvýšil aktivitu ALT o méně než 5 %) 
Stanovení mohou ovlivnit některé léky – viz. literatura (Young, 1997) [34]. 
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Analytická nepřesnost: Počet vyšetřených vzorků = 60  
 SD = směrodatná odchylka  %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost v sérii Reprodukovatelnost v čase 10 dnů 
ALT Průměr µkat/l SD µkat/l %VK Průměr µkat/l SD µkat/l % VK 
Nízká aktiv. 0,28 0,01 2,95 0,27 0,013 3,16 
Střední aktiv. 0,85 0,009 1,43 0,83 0,013 1,78 
Vysoká aktiv. 6,68 0,04 0,63 6,63 0,055 0,80 
 
Stabilita a správnost: Prověřena pomocí kontrolních referenčních materiálů se sérovou 
matricí (vše v µkat/l). 
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla prováděna vždy v kvintetu. VK% byl 
vesměs menší než 5%.  
V tabulce jsou uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále byly s obdobnými výsledky 
prověřeny Kontrollogen L 623136, Kontrollogen LP 623221 a Validate N 5B308).  
 
ALT (µkat/l)  Čerstvé reagencie 30 dnů v přístroji 7 dnů při 37 °C 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm 185229 0,63-0,91 0,74 -4,94 0,72 -8,09 0,74 -5,36 
Precipath 178999 1,56-2,24 1,85 -2,00 1,81 -4,12 1,87 -1,21 
Serodos P 6792 2,03-3,12 2,53 -1,50 2,53 -1,68 2,54 -1,37 
 
Srovnání výsledků setu získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 600 s 
výsledky dosaženými na analyzátoru Olympus AU 600 referenční metodou IFCC:  
Počet pacientských vzorků: 117 
Rozsah aktivity ALT: 0,05 – 4,38 µkat/l  
Průměrná aktivita ALT: 0,95 µkat/l 
Korelační koeficient: 0,999 
Regresní přímka:  Y = 1,010X  -  0,002 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK  bylo v roce  2006  21%. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace [41]. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS. Mimo to je možný průběžný 
tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola výsledků a 
jejich výdej na příslušná pracoviště, která si analýzu vyžádala. 
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Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v µkat/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických 
hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
Poznámka: 
Přepočet starších jednotek používaných dříve pro aktivitu ALT: U/l x 16,6 = nkat/l. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobci referenční interval uvedený výrobcem. 
Sérum: muži do 0,75 µkat/l 
  ženy do 0,57 µkat/l 
Záleží na věku, pohlaví, typu vzorku a geografické poloze [23, 35]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Aktivita ALT v játrech je přibližně 10x vyšší než v srdci a kosterním svalstvu, proto je 
zvýšení aktivity ALT v séru často indikátorem onemocnění jater. ALT má pro onemocnění 
jater vyšší diagnostickou senzitivitu než AST. ALT je obsaženo v cytosolu jaterních buněk, 
ke zvýšení v séru tedy stačí jen zvýšení permeability buněčných membrán v hepatocytech. 
Zvýšení aktivity víc než 50x bývá asociováno s akutní virovou hepatitidou, akutní jaterní 
nekrózou po intoxikacích (například paracetamol, tetrachlormethan) [31]. 
Zvýšené hodnoty aktivity ALT v séru se nachází při následujících onemocnění: 
¾ akutní virové hepatitidy (ALT zvýšena již 3 dny před výskytem ikteru, vrchol 5. 
den po začátku onemocnění, průměrně bývá 50násobné zvýšení, pokles po 14 
dnech, normalizace stavu za 6-8 týdnů) 
¾ chronické hepatitidy (3-4násobné zvýšení) 
¾ akutního toxického poškození jater (až 100násobné zvýšení např. po požití, 
jedovatých hub, chlorovaných uhlovodíků, ale i alkoholu) 
¾ infekční mononukleózy (max. 20násobné zvýšení) 
¾ cirhózy, sepse 
¾ dekompenzované jaterní cirhózy (max. 4-5krát vyšší aktivita, většinou nižší než 
AST) 
¾ karcinomu jater (5-10násobné zvýšení, ALT bývá vyšší než AST) 
¾ metastáz do jater (pomalý vzestup) 
¾ srdečního selhání -městnání krve v játrech (zvýšení 10 až 50krát) 
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¾ šoku (zvýšení více než 10krát) 
¾ Reyově syndromu 
¾ požití alkoholu 
¾ aplikace některých léků (penicilin, salicyláty, opiáty) 
Snížení aktivity ALT v séru provází: 
¾ deficit vitaminu B6 (pyridoxinu) 
¾ Často se počítá poměr aktivit AST/ALT (tzv. de Ritisův kvocient), který slouží jako 
prognostický ukazatel.  
¾ Hodnoty > 1 signalizují závažnější poškození [36, 37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálů je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
aktivitami ALT pro uvedený princip metody [11], tj.: Human Precision Level 2 (kat. číslo 
UN 1557) označený jako R1 a Human Precision Level 3 (kat.číslo UE 1558) označený jako 
R2.  
Například Level 2 má u šarže 301 hodnotu aktivity ALT 0,68 µkat/l, Level 3 má u šarže 
226 hodnotu aktivity ALT 2,33 µkat/l. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování.  
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole.  
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení aktivity ALT stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze.  
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Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen překročení některého z nastavených 
Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování regulačních diagramů) znamená, že se 
analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je nutné prověřit a po odstranění 
eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
3.10. SOP pro stanovení aktivity asparátaminotransferázy (AST) v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení aktivity AST (aspartátaminotransferázy) v séru kinetickým UV 
fotometrickým testem soupravou AST/GOT OSR 6209 Olympus Diagnostica na analyzátoru 
Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název: 
Aspartátaminotransferáza 
Aspartáttransamináza 
AST 
GOT 
Glutamát-oxalacetát transamináza 
Glutamát-aspartát transamináza 
Transamináza A 
Systematický název: 
L-aspartát : 2-oxoglutarát aminotransferáza 
Národní číselník laboratorních položek: 
00920 AST (S; koncentrace katalytické aktivity [µkat/l]) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81357 Rutinní stanovení AST v séru na automatickém analyzátoru. (17 bodů). 
81388 Statim stanovení ALT v séru na automatickém analyzátoru. ( 26 bodů) [26]. 
AST/GOT  OSR 6209 je diagnostický test určený pro rutinní měření aktivity 
aspartátaminotransferázy v séru nebo v plazmě biochemickými fotometrickými analyzátory 
Olympus (ale i jinými otevřenými analyzátory). 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare.  
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50, tel. 221 985 211. 
Katalogové číslo setu je OSR 6209. 
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 Princip 
Metoda je založená na doporučeních IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) 
[48]. 
AST katalyzuje transaminační reakci L-aspartátu a 2-oxoglutarát, kdy se tvoří L-glutamát a 
oxalacetát: 
 
L - asparát 2 - oxoglutarát
AST
L - glutamát oxalacetát+ +
 
 
Přídavkem pyridoxal fosfátu k reakční směsi se zajistí maximální katalytická aktivita AST. 
Oxalacetát je za katalýzy malátdehydrogenázy (MD) redukovaný na malát za současné 
oxidace redukovaného nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) na NAD+: 
 
Oxalacetát NADH
MD Malát NAD
++ +
 
 
Úbytek NADH, který je přímo úměrný katalytické aktivitě AST, se sleduje fotometricky 
měřením úbytku absorbance při 340 nm. Endogenní pyruvát je odstraněn LDH reakcí 
probíhající během inkubační periody [30, 41]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem. Reagencie jsou konzervovány 
přídavkem jedovatého azidu sodného. 
Mimo negativní zdravotní působení je azid sodný rizikový, může reagovat s olovem nebo 
mědí za vzniku explotivních azidů. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie: 
AST se nejvíce nalézá v myokardu a v kosterním svalu a dále v mozku, játrech, ledvinách, 
pankreatu, slezině, plicích, erytrocytech a leukocytech. Nejvyšší aktivita je v játrech a 
kosterních svalech. Jsou známé dvě formy AST: cytoplazmatický izoenzym (412 
aminokyselin, Mr = 46116) a mitochondriální izoenzym (430 aminokyselin, Mr = 47475). 
AST je buněčný enzym, ale jeho aktivitu nalézáme i v krvi, kam se dostane z buněk, které 
tento enzym obsahují.  
Ke zvýšení aktivity AST v krvi dochází již při zvýšení permeability buněčné membrány, 
kdy se vyplavuje cytoplazmatický izoenzym. Při těžším poškození buněk se do krve 
vyplavuje i mitochondriální izoenzym [47]. 
AST patří mezi transferázy přenášející dusíkaté skupiny, konkrétně aminoskupinu. 
Katalyzuje přenos aminoskupiny z L-aspartátu na 2-oxoglutarát za vzniku oxalacetátu a  
L-glutamátu. Tato reverzibilní reakce se uplatňuje při syntéze i odbourávání aminokyselin.  
Koenzymem je pyridoxalfosfát-derivát vitaminu B6 (pyridoxin).  
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V séru není tento koenzym přítomen vždy v dostatečném množství, takže přidá-li se 
k reakční směsi, dojde k zvýšení naměřených hodnot téměř u všech sér, ale v různé míře 
(v průměru se zvýší o 20%). Set umožňuje provést stanovení bez pyridoxalfosfátu nebo 
s pyridoxalfosfátem [11, 31]. 
Použití: 
Stanovení  aktivity AST v séru patří mezi základní rutinní metody klinické biochemie a má 
celou řadu indikací. Indikací pro vyšetření je především posouzení onemocnění jater. Pro 
diagnostiku infarktu myokardu má již stanovení aktivity AST jen omezený význam vzhledem 
k malé specificitě. Specificita se může zvýšit použitím koeficientů (např. de Ritis = AST/ALT 
nebo Szasz = CK/AST) [41]. 
Preanalytické požadavky: 
Při stanovení vadí hemolýza vzorku, ale i vyšší koncentrace bilirubinu a pyruvátu..  
Je nutné zaregistrovat související informace o skutečnostech, které ovlivňují výsledek 
stanovení jako je fyzická aktivita (zvyšuje o 2-6 %, ale velmi těžká tělesná námaha až o 75%), 
věk (2-3x vyšší aktivita u dětí než u dospělých), pohlaví (muži mají vyšší aktivitu než ženy), 
těhotenství (mírně snižuje), požití alkoholu (zvyšuje), poloha při odběru (vleže je aktivita o 
10-15% nižší), denní rytmus (nejvyšší hodnoty bývají mezi 7-11 hodinou, změny během dne 
až o 15-20%) a aplikace některých léků (penicilin, salicyláty, opiáty) [32, 33]. 
 Odběr primárního vzorku a transport 
Stanovení se provádí v nehemolytickém séru. Speciální příprava pacienta není nutná, pro 
obvyklé vyšetřování je vhodný odběr ráno, nalačno.   
Před odběrem není vhodná fyzická zátěž, požití alkoholu a aplikace některých léků [40]. 
 Omezení 
Stanovení nelze provádět v hemolytických vzorcích, protože koncentrace AST 
v erytrocytech je 15x vyšší než v normálním séru. Důležitá je znalost různých preanalytických 
informací o faktech, která mohou způsobit zvýšení aktivity AST [33, 40]. 
 Manipulace s materiálem 
Řídí se podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. Při teplotě laboratoře 
dochází ke ztrátě aktivity již za 4 dny. Při uchovávání v lednici (2 – 8 °C) je materiál stabilní 
7 dní. Pro delší dobu (až 12 týdnů) je nutná teplota –20 °C v mrazícím boxu [29]. 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátory Olympus AU 400. 
Laboratorní odstředivka,automatické pipety. 
 Reagencie 
Jedno balení setu AST/GOT  OSR 6209 obsahuje: 
R1 (bezbarvá až světle žlutá kapalina) 4x50 ml 
R2 (bezbarvá až nažloutlá kapalina) 4x50 ml 
Z jednoho balení se provede 4000 stanovení. 
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Při analýze se používá kapalný pyridoxalfosfát (kat. č. 60106, v balení je 6 lahviček po 
4 ml), který se pro aktivaci dodává zvlášť. Před použitím se přidává 2 ml pyridoxalfosfátu do 
R1 (několikrát opatrně promíchat). 
R2 je dodáván ve stavu k přímému použití [29]. 
Neotevřené reagencie jsou při skladování v lednici (2 – 8 °C) stabilní do doby expirace 
vyznačené na obalu. V chlazeném prostoru analyzátoru (on board) jsou reagencie při postupu 
dle IFCC stabilní po dobu 30 dnů, při použití pyridoxalfosfátu v R1 je stabilita omezena na 7 
dní [47]. 
 Složení reagencií: 
 
Tris pufr, pH 7,65 (37 °C) 80 mmol/l 
L-aspartát 24  mmol/l  
2-oxoglutarát 12  mmol/l 
LD ≥ 15 µkat/l 
MD ≥ 10 µkat/l 
NADH 0,20 mmol/l  
Pyridoxal fosfát 0,10 mmol/l (dodávaný pod samostatným 
katalogovým číslem: 60100) 
Konzervační činidlo (azid sodný)  
  
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (a po každé kalibraci) provést kontrolu jakosti 
pomocí kontrolních materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému 
tolerančnímu rozmezí, musí se provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná 
závada a následně zopakovat kontrola jakosti [1]. 
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru viz manuál 
Olympus AU 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání analyzátoru viz manuál Olympus AU 400. 
Pracovní činidla R1 (při postupu dle GSCC po rozpuštění tablet pyridoxal fosfátu) a R2 se 
vloží do reagenčních kruhů analyzátorů. 
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Pipetované objemy:  
                               R1 :                         50 µl         Diluent:                    50 µl 
                               R2 :                         50 µl         Diluent:                  100 µl 
                               Sérum:                    10 µl         Diluent:                      0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 340 nm   vedlejší 660 nm 
Metoda:                 RATE   - kinetika (reagenční start) 
Reakce:                 -  
1. bod:                   první 14      poslední 27   
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti . 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci se používá vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou aktivity AST pro daný princip reakce [11]. 
Olympus System Calibrator kat. čís. 66300, který má u šarže 111 aktivitu AST 1,95 µkat/l.   
Příklad jiných vhodných materiálů: 
Precinorm U má aktivitu AST u šarže 167969 rovnou 0,86 µkat/l.   
Kalibrátory se dodávají v lyofilizovaném stavu. Doporučuje se skladovat v lednici při 
2 – 8 °C, v tom případě jsou  stabilní až do doby exspirace vyznačené na každé lahvičce. 
Otevřený a rekonstituovaný rozpipetovaný materiál v alikvotech je stabilní 7 dní při uložení v 
lednici při 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazáku při minus 18 až minus 
20 °C. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku. Přitom věnovat maximální  
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
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Stanovení je možné provozovat v MB modu. MB faktor je definován jako průměrný faktor 
získaný opakovaným měřením Olympus System Calibrator 66300 (za podmínek 
reprodukovatelnosti) v AB modu. Vždy se musí použít čerstvá lahvička kalibrátoru.  
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže reagencie, po doplnění reagencie, při významné změně 
výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti 
analyzátoru [48]. 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací. 
Návaznost: 
Při použití aktivace pomocí pyridoxalfosfátu je hodnota kalibrátoru navázána na referenční 
metodu IFCC [48]. 
Reagenční blank je doporučeno proměřit vždy při změně šarže reagencií. 
Typ kalibrace: MB      Vzorec: Y = AX + B 
Kalibrační faktor: cca 75  
Stabilita kalibrace: cca 30 dnů 
 Metrologické parametry 
Mez detekce:  
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 0,02 µkat/l 
Mez stanovitelnosti:  
(průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 0,07 µkat/l 
Linearita: 
 0,05 – 16,70 µkat/l v séru nebo plazmě  
Specificita: 
Významně interferuje: 
Hemolytický vzorek ( přídavek hemoglobinu 2,5 g/l způsobil zvýšení aktivity AST o 43 %, 
přídavek hemoglobinu 5,0 g/l pak zvýšení o 80 %).  
Vyšší koncentrace bilirubinu, přídavek bilirubinu 684 µmol/l způsobil zvýšení aktivity 
AST o méně než 10%. 
Pyruvát, přídavek 1 mmol/l zvýšil aktivitu AST o méně než 10%. 
Významně neinterferuje: 
Lipemický vzorek (přídavek 11,4 mmol/l triglyceridů způsobil zvýšení aktivity AST 5 %). 
Silně lipemická séra je nutné před měřením naředit. 
Vyšší koncentrace kyseliny askorbové (vitaminu C) (přídavek kyseliny askorbové 
568 µmol/l způsobil zvýšení aktivity AST jen o 0,5 %, přídavek kyseliny askorbové 
1135 µmol/l pak zvýšení jen o cca 1,4 %) [34, 47]. 
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Analytická nepřesnost:  počet vyšetřených vzorků = 60 
 SD = směrodatná odchylka %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost v sérii Reprodukovatelnost v čase 10 dnů 
AST Průměr 
(µkat/l) 
SD 
(µkat/l) 
%VK Průměr 
(µkat/l) 
SD 
(µkat/l) 
%VK 
Nízká aktiv. 0,48 0,014 1,93 0,46 0,019 4,23 
Střední aktiv. 1,19 0,012 0,84 1,18 0,016 1,35 
Vysoká aktiv. 7,08 0,041 0,58 6,92 0,084 1,22 
 
Stabilita a správnost:  
Prověřena pomocí kontrolních referenčních materiálů se sérovou matricí (vše v µkat/l). 
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla prováděna vždy v kvintetu. VK% byl 
vesměs menší než 10%. V tabulce jsou uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále byly s 
obdobnými výsledky prověřeny Kontrollogen L 623136, Kontrollogen LP 623221 a Validate 
N 5B308).  
 
Postup s pyridoxal fosfátem: 
 
AST (µkat/l)  Čerstvé reagencie 6 dnů v přístroji 7 dnů při 37 °C 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm 185229 0,90-1,30 0,98 -11,21 0,93 -15,30 0,98 -11,36
Precipath 178999 1,95-2,82 2,17 -9,16 2,13 -10,77 2,16 -9,58 
 
Postup bez pyridoxal fosfátu: 
 
AST (µkat/l)  Čerstvé reagencie 30 dnů v přístroji 7 dnů při 37 °C 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm 185229 0,72-1,03 0,84 -4,94 0,82 -7,06 0,83 -6,42 
Precipath 178999 1,72-2,44 1,99 -4,26 1,92 -7,66 1,98 -4,96 
Serodos 6792 1,98-3,05 3,02 20,19 2,41 -4,20 2,44 -3,09 
 
Srovnání výsledků setu získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 600 s 
výsledky dosaženými na analyzátoru Olympus AU 600 referenční metodou IFCC:  
Počet pacientských vzorků: 112 
Rozsah aktivity AST: 0,15 – 4,15 µkat/l  
Průměrná aktivita AST: 1,08 µkat/l 
Korelační koeficient: 0,997 
Regresní přímka:  Y = 1,032X  -  0,033 
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Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK bylo v roce  2006 21%. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS. Mimo to je možný průběžný 
tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola výsledků a 
jejich výdej na příslušná pracoviště . 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v µkat/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických 
hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře.. 
Poznámka: 
 Přepočet starších jednotek používaných dříve pro aktivitu AST: U/l x 16,6 = nkat/l. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobci referenční interval uvedený výrobcem: 
sérum muži do 0,58 µkat/l 
  ženy do 0,5  µkat/l 
Záleží na věku, pohlaví, typu vzorku a geografické poloze[23, 35]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Zvýšené hodnoty aktivity AST v séru se nachází: 
¾ Akutní virové hepatitidy (AST zvýšena 20 – 50krát, normalizace stavu za 6-8 
týdnů) 
¾ Chronické hepatitidy (1,5-4násobné zvýšení přetrvávající 6 měsíců) 
¾ Akutního toxického poškození jater (na alkohol je AST citlivější než ALT) 
¾ Jaterní nekrózy 
¾ Akutní pankreatitidy 
¾ Hemolytického onemocnění 
¾ Gangrény 
¾ Pulmonární embolie 
¾ Progresivní svalové dystrofie 
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¾ Extrahepatální cholestázy 
¾ Dermatomyositidy 
¾ Infekční mononukleózy  
¾ Akutního infarktu myokardu (počátek vzestup 4-8 hodin, maximum za 16-48 
hodin) 
¾ Operace srdce 
¾ Zhmoždění svalů 
¾ Dlouhotrvající těžké tělesné námahy 
¾ Sepse 
¾ Dekompenzované jaterní cirhózy (max. 4-5krát vyšší aktivita, většinou vyšší než 
ALT) 
¾ Karcinomu jater (5-10násobné zvýšení, ALT bývá vyšší než AST) 
¾ Metastáz do jater (pomalý vzestup) 
¾ Srdečního selhání -městnání krve v játrech (zvýšení 10 až 40krát) 
¾ Šoku  
¾ Reyeově syndromu 
¾ Požití alkoholu 
¾ Aplikace některých léků (penicilin, salicyláty, opiáty). 
Snížené hodnoty aktivity AST v séru se nachází : 
¾ Deficit vitaminu B6 (pyridoxinu) 
¾ U urémie 
¾ Po podání některých léků (metronidazolu, trifluoperazinu) 
¾ Často se počítá poměr aktivit AST/ALT  (tzv. de Ritisův kvocient), který slouží 
jako prognostický ukazatel.  
¾ Hodnoty > 0,7 (1) signalizují závažnější poškození. Nejvyšší hodnoty se nachází u 
alkoholického poškození jater, ale i u infarktu myokardu a svalové dystrofie[11, 31, 
36, 37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd. Každá 
laboratoř by si měla určit vlastní frekvenci kontrol [1, 7]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
aktivitami AST pro uvedený princip metody [11].  
Pro metodu jsou vhodné kontroly Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označené 
jako R1 a Human Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označené jako R2.  
Level 2 má u šarže 301 hodnotu aktivity AST 0,85 µkat/l, Level 3 má u šarže 226 hodnotu 
aktivity AST 2,90 µkat/l. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček  
á 5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
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Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení aktivity AST stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
3.11. SOP  pro stanovení aktivity alkalické fosfatázy (ALP) v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení aktivity ALP (alkalické fosfatázy) v séru a v plazmě kinetickým  
fotometrickým testem soupravou ALP OSR 6204 Olympus Diagnostica na analyzátoru 
Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název :  
Alkalická fosfatáza, ALP 
Alkalická fosfomonoesteráza 
Fosfomonoesteráza 
Glycerolfosfatáza 
Systematický název: 
Alkalická fosfohydroláza monoesterů kyseliny ortofosforečné 
Národní číselník laboratorních položek: 
00542 ALP (S; koncentrace. katal. aktivity [µkat/l]) 
 
 
 
 
124 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81421 Rutinní stanovení ALP v séru na automatickém analyzátoru (16 bodů). 
81147 Statim stanovení ALP v séru na automatickém analyzátoru (24 bodů) [26]. 
ALP je diagnostický test určený pro rutinní měření aktivity alkalické fosfatázy v séru nebo 
v plazmě biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus (ale i jinými otevřenými 
analyzátory). 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare.  
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50, tel. 221 985 211, www.olympus.cz 
Katalogové číslo setu je OSR 6204 
 Princip 
Metoda je založená na doporučeních GSCC (German Society for Clinical Chemistry)[31]. 
Alkalická fosfatáza katalyzuje přeměnu p-nitrofenylfosfátu na p-nitrofenol za přítomnosti 
Mg2+ a Zn2+ a 2-amino-2-methyl-1-propanolu (AMP): 
 
P - nitorfenilfosfát AMP
ALP
P - nitrofenol AMP - PO4+ +
 
 
Aktivita ALP je úměrná absorbanci vzniklého p-nitrofenolu, měřené při 410/480 nm [30].  
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce, zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
Reagencie jsou konzervovány přídavkem jedovatého azidu sodného.  
Mimo negativní zdravotní působení je azid sodný rizikový proto, že může reagovat s 
olovem nebo mědí za vzniku explozivních azidů. 
Reagencie R1 obsahuje směs 2,2´-iminodietanol a 5-chloro-2-metyl-4-izothiazolin-3-on. 
R22, R38, R41, R48/22: Škodlivé při polknutí. Irituje kůži. Riziko vážného poškození očí. 
Může při přímém kontaktu způsobit přecitlivělost kůže. Při dlouhodobé expozici riziko 
vážného poškození zdraví. 
Reagencie R2 obsahuje směs 5-chloro-2-metyl-4-izothiazolin-3-on a 2-metyl-4-
izothiazolin-3-on. 
Může způsobit přecitlivělost kůže při přímém kontaktu. 
S24, S26, S37/39, S60: Zabránit přímému kontaktu s kůží. Při vniknutí do oka okamžitě 
vypláchnout vodou a vyhledat lékařskou pomoc. Používat vhodné rukavice a ochranné brýle. 
Se zbytky reagencií i s obaly je nutné zacházet jako s nebezpečnými odpady [43]. 
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 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie : 
Alkalická fosfatáza je glykoprotein, přítomný ve všech tkáních, vázaný na buněčné 
membrány. Významně se vyskytuje v intersticiálním epiteliu, v tubulech ledvin, v játrech a v 
placentě. ALP katalyzuje hydrolytické štěpení esterů kyseliny fosforečné při alkalickém pH. 
Přesná funkce ALP není ještě přesně určena, ale je spojována s transportem lipidů a 
kalcifikací kostí [31]. 
Je známo více izoenzymů lišících se primární strukturou: placentární, střevní a izoenzym 
obsažený v kostech, játrech a ledvinách. V séru se běžně vyskytuje jen jaterní a kostní forma. 
Indikací pro stanovení aktivity ALP je velké množství, především v oblasti onemocnění 
jater a žlučových cest a dále onemocnění kostí[11, 37]. 
 Odběr primárního vzorku 
Běžným způsobem se odebírá srážlivá krev pro stanovení v séru.Speciální příprava 
pacienta před odběrem není nutná. Odběr se provádí nalačno [33]. 
 Omezení 
Stanovení není možné provést v hemolytickém vzorku séra. 
 Manipulace s materiálem 
Vzorky séra i plazmy jsou pro stanovení aktivity ALP stabilní 7 dní při uchovávání při 
teplotě 2 – 25°C [29]. 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400. 
Automatické pipety,laboratorní centrifuga. 
 Reagencie 
Jedno balení setu OSR 6204 obsahuje: 
R1  4x60 ml reagencie   
R2  4x60 ml reagencie 
Z jednoho balení se provede 4000 stanovení. 
Reagencie jsou dodávány ve stavu umožňujícím přímé vložení do reagenčních kruhů 
analyzátoru. 
Neotevřené reagencie jsou při uchovávání v lednici (2 – 8 °C) stabilní až do data exspirace 
uvedeného na obalu setu. Otevřené reagencie jsou v chlazeném reagenčním prostoru 
analyzátoru stabilní po dobu 14 dní. 
Stabilitu reagencií může negativně ovlivnit absorpce atmosférického CO2. Reagencie je 
zapotřebí vyměnit po 14 dnech, při významném posunu výsledků kontrolních materiálů a 
velké údržbě či výměně významné části analyzátoru [29]. 
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Složení reagencií : 
 
AMP 0,35 mol/l 
p-nitrofenylfosfát 16 mmol/l 
octan hořečnatý 2 mmol/l 
síran zinečnatý 1 mmol/l 
HEDTA 2 mmol/l 
Konzervační činidlo (azid sodný) + 
 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022  
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (a po každé kalibraci) provést kontrolu jakosti 
pomocí kontrolních materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému 
tolerančnímu rozmezí, musí se provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná 
závada a následně zopakovat kontrola jakosti[1, 7]. 
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru viz manuál 
Olympus AU 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání analyzátoru viz manuál  Olympus AU 400. 
Pracovní činidla R1 a R2 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů. 
Pipetované objemy:  
                               R1 :                         60 µl         Diluent:                   60 µl 
                               R2 :                         60 µl         Diluent:                   60 µl 
                               Sérum:                      3 µl         Diluent:                     0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 410 nm   vedlejší 480 nm 
Metoda:                 RATE   - kinetika  
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 13  poslední 19   
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 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, manuál Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti . 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400 
Pro kalibraci se používá vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou aktivity ALP pro daný princip reakce [11]. 
Pro kalibraci lze použít Olympus System Calibrator kat. čís. 66300, který má u šarže 111 
aktivitu ALP 1,82 µkat/l.   
Příklad jiných vhodných materiálů: 
Precinorm U má aktivitu ALP u šarže 167969 rovnou 1,59 µkat/l. 
Kalibrátory se dodávají v lyofilizovaném stavu. Doporučuje se skladovat v lednici při 
teplotě 2 – 8 °C, v tom případě jsou  stabilní až do doby exspirace vyznačené na každé 
lahvičce. Otevřený a rekonstituovaný rozpipetovaný materiál v alikvotech je stabilní 7 dní při 
uložení v lednici (při 2 – 8 °C) a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím boxu (při 
minus 18 až minus 20 °C). 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci.  
Nejméně po trojnásobném použití kalibrátoru v AB modu (vždy čerstvá lahvička, vždy v 
různých dnech) se zprůměrováním určí MB faktor a stanovení je možné realizovat v MB 
modu. Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. 
Rekalibraci je třeba provést vždy při změně šarže, po výměně reagencie, při významné změně 
výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti 
analyzátoru [29]. 
Návaznost: Olympus System Calibrator 66300 je navázaný na Olympus Master Calibrator. 
Typ kalibrace: MB   Vzorec: Y = AX + B   Stabilita kalibrace:  cca 14 dní . 
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 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 0,02 µkat/l 
Mez stanovitelnosti: 
(průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 0,07 µkat/l 
Linearita:  
0,10 – 25,00 µkat/l v séru nebo plazmě  
Specificita: 
 Hemolytický vzorek ( přídavek hemoglobinu 1 g/l způsobil změnu aktivity ALP o méně 
než 10 %).  
 Ikterický vzorek (přídavek bilirubinu 684 µmol/l způsobil změnu aktivity ALP o méně než 
 5 %). 
Lipemický vzorek (přídavek 10 g/l triglyceridů způsobil změnu aktivity ALP o méně než 
3 %). 
Literatura Young (1997) referuje o dalších možných interferujících substancích [34]. 
Analytická nepřesnost:  počet vyšetřených vzorků = 60 
SD = směrodatná odchylka   %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost v sérii Reprodukovatelnost v čase 10 dnů 
ALP Průměr 
(µkat/l) 
SD 
(µkat/l) 
%VK Průměr 
(µkat/l) 
SD 
(µkat/l) 
%VK 
Nízká aktiv. 0,63 0,01 1,55 0,63 0,03 4,36 
Střední aktiv. 6,00 0,04 0,62 6,00 0,16 2,76 
Vysoká aktiv. 17,73 0,10 0,53 17,73 0,39 2,15 
 
Správnost:  
Prověřena zajištěna návazností kalibrátoru na Olympus Master Calibrator. 
Srovnání výsledků setu získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 640 s 
výsledky dosaženými jinou komerčně dostupnou metodou.  
Počet pacientských vzorků: 120 
Rozsah aktivity ALP: 1,11 – 23,31 µkat/l  
Korelační koeficient: 0,999 
Regresní přímka:  Y = 0,947X  -  0,20 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK bylo v roce 2006 21%. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace. 
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS.  
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Mimo to je možný průběžný tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a 
lékařská kontrola výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v µkat/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických 
hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
Poznámka:  
Přepočet starších jednotek používaných dříve pro aktivitu ALP: U/l x 16,6 = nkat/l. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobci uvádí následující příklady referenčních fyziologických intervalů: 
Děti do 15 let  do 10,6 µkat/l 
Děti 15-17 let do 8,0 µkat/l 
Ženy  1,0-5,0 µkat/l 
Muži  1,3-5,0 µkat/l 
Záleží na věku, pohlaví, typu vzorku a geografické poloze [23, 35]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Příčinou zvýšení aktivity ALP v séru může být: 
¾ Onemocnění jater a žlučových cest (cholestáza, cholangitida, metastázy do jater, 
cirhóza, jaterní absces) 
¾ Onemocnění kostí (rachitis, osteomalcie, primární i sekundární nádory kostí, 
Pagetova choroba –ostitis deformans, hyperparathyreóza) 
¾ Onemocnění GIT (chronické průjmy, nedostatek Ca a P) 
¾ Fyziologické zvýšení (u dětí v růstu, v pokročilém těhotenství) 
¾ Podávání některých léků (anabolika, antibiotika, kolchicin, kontraceptiva, morfium, 
metyldopa aj.) 
¾ Onemocnění ledvin (nefropatie) 
¾ Nádorová onemocnění (Hodgkinův lymfom, leukémie, infekční mononukleóza, 
akromegalie) 
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Snížená aktivita ALP v séru může být následek: 
¾ Genetické vlivy 
¾ Hypofosfatazémie 
¾ Těžké anémie 
¾ Hypothyreóza 
¾ Podání některých léků (kortikoidy, fluoridy, vitamin D, fenylalanin, antilipidemika) 
¾ Ukládání radioaktivních látek do kostí [35, 36, 37]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálů je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd [1]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
aktivitami ALP pro uvedený princip metody [11, 50, 51]. 
Lze použít Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako R1 a Human 
Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označený jako R2.  
Například Level 2 má u šarže 301 hodnotu aktivity ALP 3,5 µkat/l, Level 3 má u šarže 226 
hodnotu aktivity ALP 6,7 µkat/l. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviče  á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
 Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma) 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení aktivity ALP stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze.  
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Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen překročení některého z nastavených 
Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování regulačních diagramů) znamená, že se 
analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je nutné prověřit a po odstranění 
eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních kontrolách 
kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
3.12. SOP  pro stanovení koncentrace cholesterolu v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení celkového cholesterolu v séru enzymatickým fotometrickým 
testem soupravou Cholesterol OSR 6216 Olympus Diagnostica na analyzátoru Olympus 
AU 400 [29]. 
 Kódy a názvy v různých klasifikačních systémech 
Národní číselník laboratorních položek: 
01349 Cholesterol (S; látková konc. [mmol/l]) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81471 Kvantitativní stanovení cholesterolu v séru na automatickém analyzátoru (21 bodů) 
[26].  
Cholesterol OSR 6216 je diagnostický test určený pro rutinní měření koncentrace 
cholesterolu v séru (plazmě) biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus. 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare.   
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50, tel. 221 985 211, www.olympus.cz 
Katalogové číslo setu je OSR 6216.  
 Princip  
Protože v séru je asi 70 % cholesterolu esterifikováno, musí být při stanovení celkového 
cholesterolu nejprve estery cholesterolu hydrolyzovány pomocí enzymu cholesterolesterázy: 
 
Estery cholesterolu Mastné kyselinyH2O Cholesterol
Cholesterolesteráza+ +
 
 
V další fázi je cholesterol oxidován za katalytického působení enzymu cholesteroloxidázy: 
 
Cholesterol O2 4 - cholesten - 3 - on
Cholesteroloxidáza
H2O2+ +  
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V třetí indikační fázi reaguje peroxid vodíku vzniklý v předchozí reakci principem 
oxidativní kopulace s fenolem a 4-aminoantipyrinem za katalytického působení enzymu 
peroxidázy. 
Vzniká červeně zabarvený chinonimin, jehož absorbance se měří při 540 nm (A1) nebo při 
600 nm (A2):  
 
2 H2O2 fenol 4 - Aminoantipyrin chinonimin 4 H2O
Peroxidáza+ + +
 
[11, 30]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
Souprava setu obsahuje nebezpečné chemikálie fenol a azid sodný. Proto je třeba 
zachovávat striktně pravidla osobní hygieny, při práci nejíst, nepít a nekouřit. Používat 
ochranné prostředky (zvláště gumové rukavice). Při náhodném zasažení správně aplikovat 
první pomoc: Přerušit expozici, při potřísnění nebo při vniknutí do oka okamžitě vypláchnout 
proudem čisté vody, při náhodném požití vyvolat zvracení.  
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie:  
Cholesterol a jeho estery se obvykle řadí do heterogenní skupiny "lipidů" nebo "lipoidních 
látek" v krvi.  
Strukturní vzorec cholesterolu: 
 
OH
.
.
 
 
Sumární vzorec: 
C27H46O, molekulová hmotnost 386,64 
Cholesterol patří mezi steroly, což jsou 3-hydroxyderiváty cholestanu.  
V lidském organismu se vyskytuje buď jako volný, nebo jako esterifikovaný (asi 2/3 z 
celkového množství cholesterolu) na hydroxylové skupině v poloze 3 vyššími mastnými 
kyselinami [31]. 
Organismus získává cholesterol budˇ z potravy (asi 1/4 celkového cholesterolu v těle) nebo 
vlastní biosyntézou. Syntéza cholesterolu z acetyl-CoA probíhá téměř ve všech tkáních, ale 
nejvíce (asi 90 % z celkové produkce) vzniká v játrech. Denní produkce se udává kolem 1,2 g. 
Sérový cholesterol představuje jen asi 7 % celkového množství cholesterolu v organismu. 
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Koncentrace cholesterolu v krvi je zčásti ovlivněna genetickými faktory a zčásti množstvím 
tuku přijatého potravou [38]. 
Odbourávání cholesterolu v lidském organismu nenastává, vylučuje se proto z organismu 
žlučí buď v nezměněné formě, nebo po přeměně na žlučové kyseliny. 
Cholesterol představuje významný substrát pro vznik steroidů (nadledvinkových a 
pohlavních hormonů, jako jsou například kortisol, aldosteron, testosteron, estradiol, estriol) a 
pro vitaminy skupiny D (kalcitriol). Cholesterol je součástí membrán všech tělních buněk 
[11]. 
Použití: 
Zvýšená koncentrace cholesterolu se považuje za jeden z významných rizikových faktorů 
vzniku aterosklerózy. Stanovení koncentrace cholesterolu v séru proto patří k základním 
metodám při zajišťování prevence  a hodnocení rizika vzniku aterosklerózy, ischemické 
choroby srdeční a infarktu myokardu. Snížení nebo naopak zvýšení sérové koncentrace 
cholesterolu se nalézá i u řady jiných syndromů (viz odstavec Klinické údaje) [37]. 
Preanalytické požadavky: 
Je nutná příprava pacienta před odběrem, který se provádí nalačno po 12 až 14 hodinách 
lačnění (normální pití vody a užívání nezbytných léků). 
Stanovení  ovlivňuje věk, dieta zvláště v období několika týdnů před odběrem, pohlaví, 
menstruační cykly, těhotenství, poloha pacienta při odběru, delší použití manžety při odběru. 
Oddělení séra (plazmy) od krevních elementů je nutné do 3 hodin po odběru. 
Sérum je potom stabilní 3 dny při + 4 ° C, respektive několik týdnů při – 20 ° C. 
Skladování po delší časové období vyžaduje uložení při – 70 ° C. 
Stanovení je vhodné v rozmezí několika dnů opakovat vzhledem k významnému 
intraindividuálnímu rozptylu. Biologický poločas cholesterolu je 58 – 101 dní[29, 33]. 
 Odběr primárního vzorku 
Stanovení lze realizovat v nehemolytickém séru. Odběr se provádí ze žíly (připraveného 
pacienta, viz preanalytické požadavky) vhodnou soupravou (Vacuette,Vacutainer, Monovette 
Sarstedt,) při standardizované poloze pacienta (při odběru vleže zaznamenáváme až o 15 % 
rozdílné hodnoty cholesterolu proti odběru vsedě). Není vhodné delší použití manžety [33]. 
 Omezení 
Pro stanovení nelze použít hemolytický a lipemický vzorek. 
 Manipulace s materiálem 
S odebraným materiálem se zachází podle obecných pravidel zacházení s biologickým 
materiálem.  
Musí se zajistit bezchybné označení a identifikace biologického materiálu. 
Oddělení séra od krevních elementů je nutné do 3 hodin po odběru. Sérum je potom 
stabilní 3 dny při + 4 °C v lednici, resp. několik týdnů při – 20 °C v běžném mrazáku. 
Skladování po delší časové období vyžaduje uložení v speciálním mrazáku při – 70 °C [29]. 
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 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Laboratorní odstředivka,automatické pipety. 
 Reagencie 
Jedno balení setu OSR 6216 obsahuje: 
R1(čirý růžový roztok) 4x60 ml  
Souprava setu je určena pro použití in vitro. Z jednoho balení se provede 4000 testů 
stanovení. Reagencie (R1) je již připravena k použití a lze ji umístit přímo do přístroje. 
Neotevřená reagencie zůstává stabilní do stanoveného data expirace při skladování při 
teplotě 2 – 8 °C v lednici. Po otevření zůstávají reagencie uložené v přístroji stabilní po dobu 
nejméně 30 dnů [29]. 
Složení reagencie: 
 
Fosforečnanový pufr (pH 6,5) 103 mmol/l 
4-aminoantipyrin 103 mmol/l 
Fenol 5,2 mmol/l 
Cholesterolesteráza 0,2 kU/l (3,3 µkat/l) 
Cholesteroloxidáza 0,2 kU/l (3,3 µkat/l) 
Peroxidáza 10,0 kU/l (166,7 µkat/l) 
Konzervační prostředky (azid sodný) + 
 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (nejlépe s každou měřenou sérií vzorků) provést 
kontrolu jakosti pomocí kontrolních materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají 
nastavenému tolerančnímu rozmezí musí se provést nová kalibrace, eventuálně nalézt a 
odstranit případná závada a následně zopakovat kontrola jakosti [1]. 
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru viz manuál 
Olympus AU 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod je uveden viz manuál analyzátoru Olympus AU 400.  
Reagencie R1 se umístí do reagenčního kruhu analyzátoru. 
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Pipetované objemy:  
   R1:  45 µl   Diluent:  180 µl 
   Sérum:  3 µl  Diluent:     0 µl   
Vlnová délka:  hlavní 540 nm  vedlejší 600 nm 
Metoda:  End point 
Reakce:  + 
1. bod:   první 0  poslední 27 
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. Pokud 
je analyzátor ve stavu STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, která  
dále probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
 Kalibrace 
Přesný postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci metody v séru se používá vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, 
se známou hodnotou koncentrace Cholesterolu pro daný princip reakce [11]. 
Olympus System Calibrator kat. čís. 66300, který má u šarže 111 koncentraci Chol 
4,96 mmol/l.   
Příklad jiných vhodných materiálů: 
Precinorm U má koncentraci Chol u šarže 167969 rovnou 2,36 mmol/l. Kalibrátory se 
dodávají v lyofilizovaném stavu. Doporučuje se skladovat v lednici při 2 – 8 °C, v tom 
případě jsou  stabilní až do doby exspirace vyznačené na každé lahvičce. Otevřený a 
rekonstituovaný rozpipetovaný materiál v alikvotech je stabilní 7 dní při uložení v lednici (při 
2 – 8 °C) a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazáku (při minus 18 až minus 20 °C) 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
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 Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže reagencie, po doplnění reagencie, při významné změně 
výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti 
analyzátoru [29]. 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací. 
Typ kalibrace: AB      Vzorec: Y = AX + B 
Kalibrační faktor: 961 (768-1153)  
Stabilita kalibrace: cca 30 dnů. 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 0,05 mmol/l 
Mez stanovitelnosti: 
 (průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 0,4 mmol/l 
Linearita: 
0,64 – 18 mmol/l (vzorky s vyšší koncentrací než 20 mmol/l je nutné ředit) 
Specificita:  
Interferují: Vyšší koncentrace bilirubinu ( přídavek bilirubinu 342 µmol/l způsobil pokles 
koncentrace cholesterolu o cca 20 %, přídavek bilirubinu 684 µmol/l pak snížení o 32 %).  
Vyšší koncentrace kyseliny askorbové (vitaminu C) (přídavek kyseliny askorbové 
568 µmol/l způsobil snížení koncentrace cholesterolu o 11 %, přídavek kyseliny askorbové 
1135 µmol/l pak pokles o 20 %).    
Hemolytický vzorek (přídavek hemoglobinu 2,5 g/l způsobil zvýšení koncentrace 
cholesterolu o 5 %, přídavek hemoglobinu 5,0 g/l pak nárůst o 9 %).  
 Významně neinterferuje: 
 Chylózní vzorek (až do koncentrace lipidů 10,0 g/l) [34]. 
Analytická nepřesnost: počet vyšetřených vzorků =25   
SD = směrodatná odchylka %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost (v sérii) Reprodukovatelnost v čase 10 dnů 
Cholesterol Průměr 
(mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
%VK Průměr 
(mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
%VK 
Nízká konc. 3,07 0,03 0,88 3,08 0,04 1,06 
Střední konc. 5,94 0,04 0,71 5,80 0,09 1,45 
Vysoká konc. 11,23 0,05 0,47 10,93 0,13 1,13 
 
Stabilita:  
Prověřena pomocí kontrolních referenčních materiálů se sérovou matricí (vše v mmol/l). 
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla přitom prováděna vždy v kvintetu. VK % 
byl vesměs menší než 0,5 %.  
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V tabulce jsou uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále byly s obdobnými výsledky 
prověřeny Kontollogen L 623136, Kontollogen LP 623221 a Validate N 5B308).  
 
Cholesterol v  mmol/l  Čerstvé reagencie 30 dnů v přístroji 10 dnů při 37 °C 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK % Výsledek VK % Výsledek VK % 
Precinorm 185229 2,49-3,37 2,94 0,31 2,95 0,66 2,97 1,58 
Precipath 178999 2,56-3,47 3,00 -0,96 3,01 -0,85 3,04 0,31 
Serodos Plus 6792 5,93-8,52 7,47 3,43 7,45 3,37 7,58 4,93 
 
Srovnání výsledků setu získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 600 s 
výsledky dosaženými na analyzátoru Olympus AU 800:  
Počet pacientských vzorků: 127 
Rozsah koncentrací cholesterolu: 1,86 - 17,34 mmol/l  
Průměrná koncentrace cholesterolu: 6,03 mmol/l 
Korelační koeficient: 0,996 
Regresní přímka:  Y = 0,941 X  +  0,19 
(směrnice přímky není významně rozdílná od 1,0 a úsek na ose y není významně rozdílný 
od 0,0). 
Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK  bylo v roce 2006 10%. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace.  
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS. Mimo to je možný průběžný 
tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola výsledků a 
jejich výdej na příslušná pracoviště. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v mmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických 
hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
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Poznámka: 
 Přepočet starších jednotek používaných dříve pro cholestrol: mg/dl x 0,0259 = mmol/l. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobce udává referenční fyziologické rozmezí uvedené v tabulce, s tím, že výsledek 
závisí na věku, pohlaví, dietě a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si každá laboratoř 
určila vlastní referenční rozmezí pro svou vlastní populaci[23, 28]. 
Výrobce:sérum < 5,2 mmol/l  žádoucí 
                          5,2-6,2 mmol/l  hraniční hladina 
                          ≥ 6,2 mmol/l  vysoká hodnota [29] 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Snížení sérové koncentrace cholesterolu se nachází u řady syndromů: 
¾ Lipoproteinemie 
¾ Těžká hepatopatie (hepatitidy, cirhóza, toxické poškození jater) 
¾ Hladovění 
¾ Těžké septické stavy 
¾ Terminální stadium urémie 
¾ Hypertyreóza, anemie 
¾ Tumorózní kachexie 
¾ Aplikace léků ovlivňujících syntézu cholesterolu (například dlouhodobá léčba 
kortikoidy. 
Zvýšené hodnoty sérové koncentrace cholesterolu se objevují u : 
¾ Nefropatie 
¾ Hepatopatie (obstrukční ikterus) 
¾ Pankreatopatie 
¾ Diabetes mellitus 
¾ Hyperlipoproteinemie 
¾ Hypotyreoza, insuficience hypofýzy 
¾ Dna a další příčiny [23, 36, 37] 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd. Každá 
laboratoř by si měla určit vlastní frekvenci kontrol [1]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
koncentracemi Chol pro uvedený princip metody [8]. 
Pro uvedenou metodu je vhodný Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený 
jako R1 a Human Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označený jako R2. 
Například Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace Chol 4,35 mmol/l, Level 3 má u 
šarže 226 hodnotu koncentrace Chol 7,3 mmol/l. 
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Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace Chol stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C a stabilní maximálně 30 dnů při uložení v mrazícím 
boxu (při minus 18 až minus 20 °C [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování 
regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, prověří se metoda a postup 
stanovení a po odstranění eventuelně zjištěné závady se analýza zopakuje[11]. 
Samozřejmou součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních 
kontrolách kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
 Jiné související informace 
Výpočet indexu aterogenity IA:   
 
Chol
CholHDL
CholIA +−=  
 
Čím vyšší je index, tím vyšší je riziko aterosklerózy.IA slouží k eliminaci těch případů 
zvýšeného cholesterolu, které jsou způsobeny pouze zvýšením HDL a nejsou tedy rizikové. 
Výpočet LDL-Cholesterolu:  
 
)
2,2
Trigllcholestero (HDLCholLDL +−=  
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Podmínky nutné pro výpočet LDL-Cholesterolu: 
Je nezbytné znát všechny tři hodnoty lipidů: celkový cholesterol, HDL-Cholesterol a 
triglyceridy (všechny hodnoty v mmol/l). 
Hladina triglyceridů musí být ≤ 3,5 mmol/. 
Frakce LDL mají největší aterogenní účinek [52, 53]. 
3.13. SOP pro stanovení koncentrace HDL – cholesterolu v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení koncentrace HDL cholesterolu v séru enzymovou fotometrickou 
metodou pomocí  soupravy HDL-Cholesterol OSR 6287 Olympus Diagnostica na analyzátoru 
Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy, názvy, definice a terminologie 
Národní číselník laboratorních položek: 
02035 Cholesterol HDL (S; látková konc. [mmol/l]) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81473 Cholesterol HDL 47 bodů [26]. 
Olympus System Reagent HDL-Cholesterol je diagnostický test určený pro měření 
koncentrace HDL-cholesterolu v séru nebo v plazmě biochemickými fotometrickými 
analyzátory Olympus (ale i jinými otevřenými analyzátory). 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare. Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 
6, P. O. Box 50, tel. 221 985 211, www.olympus.cz 
Katalogové číslo setu je OSR 6287 
 Princip 
Protilátka proti humánním ß-lipoproteinům (LDL, VLDL a chylomikra) obsažená v 
reagencii 1 vytváří komplexy antigen-protilátka se všemi lipoproteiny kromě HDL [31]. 
Vzniklé imunokomplexy zabraňují probíhání enzymatických reakcí, které se startují 
přidáním reagencie 2, takže cholesterol esterasa (CHE) a cholesterol oxidasa (CHO) v 
reagencii 2 reagují jen s HDL cholesterolem. Peroxid vodíku vznikající enzymatickou reakcí s 
HDL cholesterolem je substrátem pro enzym peroxidasu (POD) katalyzující oxidační 
kopulaci F - DAOS, což je sodná sůl N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-dimethoxy-4-
fluoroanilinu a 4-AA, což je 4-aminoantipyrin. Produktem reakce je modré barvivo 
(substituovaný chinondiimin), jehož absorbanci lze měřit při optimální vlnové délce 600 nm.  
 
LDL, VLDL, chylomikra Protilátka proti humánním ß - lipoproteinum Komplex antigen - protilátka  
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HDL cholesterol H2O O2
CHE CHO Cholest - 4 -en - 3 - on Mastné kyseliny H2O2+ + +++
 
H2O2 4 - AA Modré barvivo 2 H2O
PODF - DAOS+ + +
       
[30, 40]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem. 
 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Biochemie: 
Lipoproteiny o vysoké hustotě (HDL; high density lipoproteins) vznikají v játrech a v 
tenkém střevě. Mají diskoidní tvar a jsou tvořeny dvojvrstvou fosfolipidů a apolipoproteiny 
A-I, A-II a E [31].  
Přijímají volný cholesterol z buněčných membrán a přenášejí jej několikastupňovým 
pochodem na VLDL lipoproteiny.  
Přebytečný cholesterol se pak vrací do jater vychytáním IDL nebo LDL. Tento tzv. 
reverzní transport cholesterolu tedy umožňuje odstraňování přebytku cholesterolu z 
periferních tkání do jater [38]. 
Použití: 
Stanovení koncentrace HDL cholesterolu patří mezi základní měřené laboratorní parametry 
lipidového metabolismu ve vztahu k riziku rozvoje aterosklerózy.  
Zvýšení koncentrace HDL, zejména frakce HDL2, se projeví snížením rozvoje rizika 
aterosklerózy [52]. 
Často se naměřená koncentrace HDL cholesterolu využívá ve výpočtu aterogenního indexu 
(IA) podle vzorce: 
 
lcholesteroHDL
lcholestero HDLlcholestero celkovýIA −=  
 
Čím vyšší je hodnota tohoto indexu, tím vyšší je riziko aterosklerózy. Tento výpočet 
eliminuje případy zvýšeného cholesterolu, které jsou způsobeny pouze zvýšením HDL a 
nejsou tedy rizikové. 
Koncentrace HDL cholesterolu je také zapotřebí pro výpočet LDL cholesterolu dle 
Friedewaldovy rovnice [11, 53]. 
Preanalytika: 
Ke stanovení je třeba sérum nebo EDTA plazma. Pro obvyklé vyšetření je vhodný odběr 
ráno nalačno. Není vhodné delší použití manžety při odběru. Při odběru má být 
standardizovaná poloha. Sérum je třeba oddělit do 3 hodin po odběru. 
Výsledek zvyšuje fyzická zátěž, alkohol a některé léky. Fyziologicky je vyšší koncentrace 
u žen než u mužů [33, 40]. 
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 Odběr primárního vzorku a transport 
Pro stanovení je použitelné sérum nebo EDTA plazma. Odběr se provádí obvykle ráno 
nalačno po 12 hodinovém lačnění s normálním příjmem tekutin a nezbytných léků. Odběr je 
zapotřebí provádět v standardizované poloze a není vhodné delší použití manžety při odběru.  
S odebraným materiálem se zachází podle obecných pravidel zacházení s biologickým 
materiálem [33]. 
 Omezení 
Pokud jsou ve vzorku obsaženy triglyceridy v koncentraci větší než 10 g/l je třeba vzorek 
zředit fyziologickým roztokem, analýzu zopakovat a výsledek vynásobit příslušným 
zřeďovacím faktorem. 
 Manipulace s materiálem 
Sérum je nutné oddělit do 3 hodin po odběru. Se vzorkem se manipuluje podle běžných 
zásad práce s biologickým potenciálně infekčním materiálem.  
Materiál uchovávaný v lednici při 2 – 8 °C je stabilní 7 dní. V mrazničce při – 20 °C 
vydrží několik týdnů.  
Při potřebě delšího uchovávání se musí volit mrazící box s teplotou uchovávání – 70 °C. 
S materiálem se zachází podle běžných zásad práce s biologickým materiálem [29]. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Laboratorní odstředivka,automatické pipety 
 Reagencie 
Jedno balení setu OSR 6287 obsahuje: 
R1   4x60 ml , R2  4x25 ml 
Z jednoho balení se provede 1200 stanovení. 
Reagencie R1 i R2 jsou dodávány připravené k přímému použití a lze je tedy vložit přímo 
do reagenčních karuselů analyzátoru [29]. 
Reagencie obsahují: 
 
Protilátku proti humánním-β-lipoproteinům + 
Cholesterol esterasa (CHE) 13,3 μkat/l 
Cholesterol oxidasa (CHO) 13,3 μkat/ 
Peroxidasa (POD) 28,2 μkat/l 
Askorbát oxidasa 33,2 μkat/l 
Goodův pufr (pH 7,0) 30,0 mmol/l 
N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-
dimethoxy-4-fluoroanilin(F-DAOS) 
0,2 mmol/l 
4-aminoantipyrin (4-AA) 0,67 mmol/l 
Konzervační činidlo (azid sodný) + 
Detergent + 
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 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (nejlépe s každou měřenou sérií vzorků) provést 
kontrolu jakosti pomocí kontrolních materiálů.  
V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému tolerančnímu rozmezí musí se 
provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná závada a následně zopakovat 
kontrola jakosti [1, 7]. 
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru viz manuál 
Olympus Au 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání viz manuál Olympus AU 400. 
Pracovní činidla R1 a R2 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů. 
Pipetované objemy:  
                               R1 :                              180 µl  Diluent:                    0 µl 
                               R2 :                                60 µl  Diluent:                    0 µl 
                               Sérum:                             2 µl  Diluent:                    0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 600 nm,   vedlejší 700 nm 
Metoda:                 END 
Reakce:                 +  
1. bod:                   první 0      poslední 27   
2. bod:                   první 0      poslední 10  
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. Pokud 
je analyzátor ve stavu STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, která  
dále probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
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 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace je celkově uveden v návodu k obsluze analyzátorů Olympus. 
Pro kalibraci lze použít vhodný materiál připravený na bázi lidského séra, se známou 
hodnotou koncentrace HDL cholesterolu pro daný princip reakce [7, 11]. 
Optimální je použit přímo materiál Olympus HDL Cholesterol Calibrator  ODC0011, který 
má  hodnotu 1,36 mmol/l (lot 013). 
Kalibrátor je navázán na referenční metodu USCDC (Centre for Disease Control). 
Materiály se dodávají v lyofilizovaném stavu, v množství pro přípravu 2x 3 ml. 
Doporučuje se skladovat je v lednici při teplotě 2 – 8 °C, v tom případě jsou  stabilní až do 
doby exspirace vyznačené na každé lahvičce. Otevřený a rekonstituovaný materiál je stabilní 
7 dní při uložení v lednici při teplotě 2 – 8 °C, v mrazícím boxu při – 20 °C pak 30 dní.  
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci.  
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže reagencie, po doplnění reagencie, při významné změně 
výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti 
analyzátoru [29]. 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací. 
Typ kalibrace: AB      Vzorec: Y = AX + B 
Stabilita kalibrace: cca 30 dnů 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 0,002 mmol/l 
Mez stanovitelnosti: 
(průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 0,007 mmol/l 
Linearita:  
0,05 – 4,65 mmol/l  
Specificita:  
Lipemický vzorek (koncentrace lipidů 9,0 g/l způsobila pokles koncentrace HDL 
cholesterolu o méně než 10%). 
Ikterický vzorek (přídavek bilirubinu 684 µmol/l způsobil pokles koncentrace HDL 
cholesterolu o méně než 3 %). 
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Vyšší koncentrace kyseliny askorbové (vitaminu C) (přídavek kyseliny askorbové 
200 mg/l způsobil snížení koncentrace HDL cholesterolu o méně než 3 %). 
Hemolytický vzorek ( přídavek hemoglobinu 5 g/l způsobil snížení koncentrace HDL 
cholesterolu o méně než 3 %) [34]. 
Analytická nepřesnost: počet vyšetřených vzorků =60   
SD = směrodatná odchylka      %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost (v sérii) Reprodukovatelnost v čase 10 dnů 
HDL 
Cholesterol 
Průměr 
(mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
%VK Průměr 
(mmol/l) 
SD 
(mmol/l) 
%VK 
Nízká konc. 0,69 0,006 0,85 0,71 0,013 1,92 
Střední konc. 1,09 0,007 0,62 1,13 0,018 1,69 
Vysoká konc. 2,08 0,013 0,61 2,27 0,027 1,32 
 
Správnost:  
Zajištěna návazností kalibrátoru na referenční metodu US CDC. 
Srovnání výsledků setu získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 640 s 
výsledky dosaženými jinou komerčně dostupnou metodou.  
Počet pacientských vzorků: 200 
Rozsah koncentrací HDL cholesterolu: 0,31 – 2,54 mmol/l  
Korelační koeficient: 0,993 
Regresní přímka:  Y = 1,212 X  +  0,080 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle 
platné kalibrace. Výsledek se automaticky přenáší do laboratorního informačního systému 
LIS. Mimo to je možný průběžný tisk výsledků na připojené tiskárně. Následuje analytická a 
lékařská kontrola výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v mmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí počítačové sítě, nebo po 
tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických hodnot, eventuelně s 
hvězdičkovým vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
 
 
 
 
 
146 
Poznámka: 
Přepočet starších jednotek používaných dříve pro koncentraci HDL cholesterolu: 
mg/dl x 0,0259 = mmol/l, mmol/l x 38,61  = mg/dl. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Klasifikace kardiovaskulárního rizika (NCEP Adult Treatment Panel II) [23, 53]: 
Zvýšené riziko koronárních srdečních onemocnění  < 1,03 mmol/l 
Snížené riziko koronárních srdečních onemocnění  > 1,55 mmol/l 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Cílovou hodnotou koncentrace HDL cholesterolu v séru při terapii hyperlipoproteinémií je 
≥ 0,9 mmol/l [53]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd. Každá 
laboratoř by si měla určit vlastní frekvenci kontrol [1]. 
Ke kontrole a řízení jakosti lze použít všechny komerčně dostupné kontrolní materiály na 
bázi lidského séra s určenými koncentracemi HDL cholesterolu. Olympus HDL/LDL 
Cholesterol Control (ODC0005), Lot 011 má pro Level 1 hodnotu 0,91 mmol/l, pro Level 2 
hodnotu 1,91 mmol/l. Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 
10 ks lahviček á 5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při 2 – 8 °C. V tom případě jsou 
stabilní až do doby exspirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení koncentrace HDL cholesterolu 
stabilní 7 dní při uchovávání v lednici (teplota 2 – 8 °C) [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. 
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Překročení těchto mezí (nebo i jen překročení některého z nastavených Westgaardových 
pravidel určených pro vyhodnocování regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí 
pozastavit, metodu a postup stanovení je nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné 
závady analýzu zopakovat [11]. 
Součástí kontroly a řízení jakosti by měla být pravidelná účast na mezilaboratorních 
kontrolách kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
Povolené rozpětí chyb pro HDL cholesterol při mezilaboratorní kontrole SEKK v roce 2006 
bylo 21 %. 
 Jiné související informace 
Výpočet indexu aterogenity IA:  
 
Chol
CholHDL
CholIA +−=  
 
Čím vyšší je index, tím vyšší je riziko aterosklerózy.AI slouží k eliminaci těch případů 
zvýšeného cholesterolu, které jsou způsobeny pouze zvýšením HDL a nejsou tedy rizikové. 
Výpočet LDL-Cholesterolu: 
 
)
2,2
Trigllcholestero (HDLCholLDL +−=  
 
Podmínky nutné pro výpočet LDL-Cholesterolu: 
Je nezbytné znát všechny tři hodnoty lipidů: celkový cholesterol, HDL-Cholesterol a 
triglyceridy (všechny hodnoty v mmol/l). 
Hladina triglyceridů musí být ≤ 3,5 mmol/l. 
Frakce LDL mají největší aterogenní účinek [52, 53]. 
3.14. SOP  pro stanovení koncentrace triacylglycerolů v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení triglyceridů v séru enzymatickým  testem soupravou Triglyceride 
OSR 6133 Olympus Diagnostica na analyzátor Olympus AU 400 [29]. 
 Kódy,názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název: 
Triacylglyceroly, Triaglyceridy 
Chemický název: 
Estery vyšších mastných kyselin a trojsytného alkoholu glycerolu 
Národní číselník laboratorních položek: 
03025 Triglyceridy (S; látková konc. [mmol/l]) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
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Seznam zdravotních výkonů VZP: 
81611 Stanovení triacylglycerolů v séru na automatickém analyzátoru ( 26 bodů) [26]. 
Triglyceride OSR 6133 je diagnostický test určený pro rutinní měření koncentrace 
triglyceridů v séru nebo v plazmě biochemickými fotometrickými analyzátory Olympus. 
Výrobcem setu je Olympus Diagnostica (Irish Branch), Lismeehan, O´Callaghan´s Mills, 
Co. Clare.   
Dodavatelem setu je OLYMPUS C&S spol. s r. o., Evropská 176/16, 16041 Praha 6, P. O. 
Box 50, tel. 221 985 211. Katalogové číslo setu je OSR 6133. 
 Princip 
V první fázi se triglyceridy hydrolyzují za katalytického působení lipoproteinové lipázy  
(LPL): 
 
 
Glycerol 3 mastné kyselinyTriglyceridy LPL +
  
 
Uvolněný glycerol se působením glycerolkinázy (GK) za přítomnosti Mg2+ iontů 
přeměňuje na glycerol-3-fosfát: 
  
Glycerol + ATP Glycerol - 3 fosfátGK Mg
2+
ADP+(      )
 
 
Glycerol-3-fosfát se katalyticky oxiduje enzymem glycerolfosfát-oxidázou (GPO) na 
dihydroxyacetonfosfát a peroxid vodíku: 
  
Glycerol - 3 - fosfát O2 Dihydroxyacetonfosfát H2O2
GPO ++
 
 
Vzniklý peroxid vodíku  reaguje oxidační kopulací (za katalýzy peroxidázou) s 
4-aminofenazonem a 4-chlorfenolem za vzniku barevného produktu jehož absorbance se 
měří fotometricky při 520 nm. 
 
4- Aminoantipiryn
Peroxidáza
4(p-benzochinon-monoimino)-fenazon2 H2O2 4-Chlorfenol+ + +
4 H2O HCL+
 
[29, 30, 40]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem.  
Reagencie jsou konzervovány přídavkem jedovatého Azidu sodného. 
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 Teorie, použití, preanalytické požadavky 
Strukturní vzorec triaglyceridu: 
 
CH
H2C
H2C
OCR2
O O C R1
O
O C R3
O  
 
Biochemie: 
Triglyceridy se obvykle řadí do skupiny lipidů. Chemickým složením se jedná o estery 
trojsytného alkoholu glycerolu a vyšších mastných kyselin. Třemi nejdůležitějšími mastnými 
kyselinami jsou nasycené kyseliny stearová (C18) a palmitová (C16) a nenasycená kyselina 
olejová (C18) [31]. 
Přírodní tuky jsou směsí různých triglyceridů. Přestože se jedná o směs látek, vyjadřuje se 
koncentrace triglyceridů v mmol/l a to dohodou jako mmol/l trioleinu [11, 37]. 
Poznámka: 
 Přepočet starších jednotek používaných dříve pro triglyceridy: mg/dl x 0,0114 = mmol/l. 
Triglyceridy jsou v krvi výlučně vázané na lipoproteiny (exogenní z potravy převládají 
v chylomikronech, endogenní v částicích VLDL. 
Triglyceridy jsou hlavní formou uchovávání energie v organismu, protože při spalování 
(oxidují se kompletně až na oxid uhličitý a vodu) poskytují až dvojnásobné množství energie 
na hmotnostní jednotku, než cukry nebo bílkoviny [11, 54]. 
Použití: 
Zvýšená koncentrace triglyceridů se považuje za rizikový faktor aterosklerózy [56]. 
Nacházíme je u lidí se špatnou dietou, aterosklerózou, kardiovaskulárními chorobami, u 
mnoha typů hyperlipoproteinemií, u nefrotického syndromu, u diabetes mellitus,  
u hypertyreozy a u jaterních onemocnění. Stanovení triglyceridů proto patří mezi základní 
rutinní biochemické metody [37]. 
Preanalytické požadavky: 
Odběrové zkumavky obsahující glycerol mohou způsobit falešné zvýšení výsledku.  
Speciální příprava pacienta ani dieta není nutná, ale před odběrem vzorku se musí dodržet 
cca 12 hodinové lačnění. Sérum je nutné oddělit od krevních elementů co nejrychleji 
(spontánní hydrolýza triglyceridů). 
Koncentraci ovlivňuje  věk, pohlaví a zvyšuje alkohol a dieta [23, 33]. 
 Odběr primárního vzorku 
Odběr se provádí nalačno, vhodná doba lačnění je 12 až 14 hodin. Pro stanovení lze použít 
sérum získané odběrem vzorku krve ze žíly běžnými postupy. Pro odběr nesrážlivé krve se 
mohou použít všechna protisrážlivá činidla. 
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Speciální příprava pacienta není nutná. Obvykle je vhodný odběr ráno nalačno [33].  
S odebraným materiálem se zachází podle obecných pravidel zacházení s biologickým 
materiálem.  
 Omezení 
Při stanovení ruší lipemická a ikterická séra. 
 Manipulace s materiálem 
S odebraným materiálem se zachází podle obecných pravidel zacházení s biologickým 
materiálem. Musí se zajistit bezchybné označení a identifikace biologického materiálu. 
Oddělení séra od krevních elementů je vhodné provést co nejrychleji, aby se předešlo 
spontánní hydrolýze triglyceridů. 
Triglyceridy v séru jsou stabilní: 
2 dny při 20 – 25 °C, 7 dnů při 4 – 8 °C,   roky při –20 °C [29]. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Laboratorní odstředivka, automatické pipety. 
 Reagencie 
Jedno balení setu OSR 6133 obsahuje: 
R1 (čirá světle žlutá kapalina) 4x50 ml  
R2 (čirá tmavě žlutá kapalina) 4x12,5 ml 
Z jednoho balení se provede 2000 stanovení. 
Reagencie R1 i R2 jsou dodávány připravené k přímému použití a lze je tedy vložit přímo 
do reagenčních karuselů analyzátoru. 
Neotevřené reagencie jsou při skladování při teplotě lednice (2 – 8 °C) stabilní do doby 
exspirace vyznačené na obalu. V chlazeném prostoru analyzátoru (on board) jsou reagencie 
stabilní po dobu 30 dnů [29]. 
Reagencie obsahují: 
 
PIPES pufr (pH 7,5) 50 mmol/l 
Mg2+ 4,6 mmol/l 
4-chlorfenol 5,4 mmol/l 
4-aminoantipyrin 0,25 mmol/l 
ATP 1,4 mmol/l 
Lipáza lipoproteinová 25 µkat/l 
Glycerolkináza 8,3 µkat/l 
Peroxidáza 16,3 µkat/l 
Glycerol-3-fosfát oxidáza 20,5 µkat/l 
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 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (nejlépe s každou měřenou sérií vzorků) provést 
kontrolu jakosti pomocí kontrolních materiálů. 
 V případě, že výsledky kontrol neodpovídají nastavenému tolerančnímu rozmezí musí se 
provést nová kalibrace, eventuelně nalézt a odstranit případná závada a následně zopakovat 
kontrola jakosti [1, 8].  
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání viz manuál Olympus AU 400. 
Pracovní činidla R1 a R2 se vloží do reagenčních kruhů analyzátorů.  
Pipetované objemy:  
                               R1 :                       100 µl         Diluent:                  100 µl 
                               R2 :                         25 µl         Diluent:                      0 µl 
                               Sérum:                      3 µl         Diluent:                      0 µl 
Vlnová délka:         hlavní 520 nm   vedlejší 600 nm 
Metoda:                 END 
Reakce:                 + 
1. bod:                   první 0      poslední 27 
2. bod:                   první 0      poslední 10 
Stručně průběh měření: Reakce se nastartuje přidáním séra k reagencii R1. Změří se 
absorbance (sérový blank). Po 10 bodech (180 s) se přidá reagencie R2 a průběh reakce se 
sleduje až do konečného 27 bodu. Od výsledné absorbance odečtené v bodu 27 se odečítá 
absorbance sérového blanku. 
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. Pokud 
je analyzátor ve stavu STANDBY, stiskne se ikona START a tím se zahájí analýza, která  
dále probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému, nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
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Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
 Kalibrace a návaznost 
Přesný postup kalibrace viz analyzátor Olympus AU 400. 
Pro kalibraci je nejvhodnější systémový kalibrátor Olympus připravený na bázi lidského 
séra [11]:  
Olympus System Calibrator, katalogové číslo: 66300. Příklad: koncentrace u šarže 111 je 
2,18 mmol/l triglyceridů.   
Dodává se v lyofilizovaném stavu. Doporučuje se skladovat v lednici při 2 – 8 °C, v tom 
případě je kalibrátor stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Otevřený a 
rekonstituovaný materiál je stabilní 7 dní při uložení v lednici (při 2 – 8 °C). 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kalibraci. 
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů. Rekalibraci 
je třeba provést vždy při změně šarže reagencie, po doplnění reagencie, při významné změně 
výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně důležité součásti 
analyzátoru 
Laboratoř si musí určit vlastní frekvenci provádění kalibrací [29]. 
Typ kalibrace: AB      Vzorec: Y = AX + B 
Kalibrační faktor: 780-1170  
Stabilita kalibrace: cca 30 dnů. 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
(průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): 0,025 mmol/l 
Mez stanovitelnosti: 
 (průměr + 10 směrodatných odchylek slepého vzorku): 0,08 mmol/l 
Linearita:  
0,11 – 11,40 mmol/l (vzorky s vyšší koncentrací je nutné ředit fyziologickým roztokem) 
Specificita:  
Interferují: 
Vyšší koncentrace bilirubinu ( přídavek bilirubinu 342 µmol/l způsobil pokles koncentrace 
triglyceridů o cca 6%, přídavek bilirubinu 684 µmol/l pak snížení o 12%). 
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 Hemolytický vzorek (přídavek hemoglobinu 2,5 g/l způsobil snížení koncentrace 
triglyceridů o 2%, přídavek hemoglobinu 5,0 g/l pak pokles o 7%).  
Stanovení ruší ikterus. 
 Významně neinterferuje: 
Vyšší koncentrace kyseliny askorbové (vitaminu C) ( přídavek kyseliny askorbové 
568 µmol/l způsobil snížení koncentrace triglyceridů o 0,3 %, přídavek kyseliny askorbové 
1135 µmol/l pak pokles o 3%) [34]. 
Analytická nepřesnost: počet vyšetřených vzorků = 25 
 SD = směrodatná odchylka %VK = variační koeficient v % 
 
Sérum Opakovatelnost v sérii Reprodukovatelnost v čase 10 dnů 
Triglyceridy Průměr 
mmol/l 
SD 
mmol/l 
%VK Průměr 
mmol/l 
SD mmol/l %VK 
Nízká konc. 1 0,25 0,004 1,41 0,24 0,005 1,83 
Nízká konc. 2 0,41 0,004 1,07 0,40 0,006 1,58 
Střední konc. 0,96 0,006 0,64 1,08 0,027 2,80 
Vysoká konc. 5,30 0,028 0,53 5,32 0,060 1,13 
  
Stabilita:  
Prověřena pomocí kontrolních referenčních materiálů se sérovou matricí (vše v mmol/l). 
Analýza referenčních kontrolních materiálů byla přitom prováděna vždy v kvintetu. VK% 
byl vesměs menší než 5%. V tabulce jsou uvedeny jen příklady použitých materiálů (dále 
byly s obdobnými výsledky prověřeny Kontrollogen L 623136, Kontrollogen LP 623221 a 
Validate N 5B308). 
 
Triglyceridy 
mmol/l 
 Čerstvé reagencie 30 dnů v přístroji 10 dnů při 37 °C 
Materiál Šarže Má být Výsledek VK% Výsledek VK% Výsledek VK% 
Precinorm 185229 1,05-1,42 1,24 -0,30 1,23 -1,26 1,27 2,22 
Precipath 178999 1,24-1,68 1,40 -4,00 1,39 -5,06 1,43 -2,14 
Serodos 6792 2,42-3,71 3,29 7,26 3,23 5,26 3,33 8,66 
 
Srovnání výsledků setu získaných na sérech pacientů na analyzátoru Olympus AU 600 s 
výsledky dosaženými na analyzátoru Olympus AU 800:  
Počet pacientských vzorků: 122 
Rozsah koncentrací triglyceridů: 0,22 – 5,08 mmol/l  
Průměrná koncentrace triglyceridů: 1,14 mmol/l 
Korelační koeficient: 0,999 
Regresní přímka:  Y = 1,057X  +  1,327 
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Povolené rozpětí chyb při mezilaboratorních kontrolních cyklech organizovaných firmou 
SEKK bylo v roce 2006 15%. 
 Dokumentace, zpracování a hodnocení dat 
Autonatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou absorbanci vzorku podle platné 
jednobodové kalibrace.  
Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS. 
 Mimo to je možný průběžný tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a 
lékařská kontrola výsledků a jejich výdej na příslušná pracoviště. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení rozsahu linearity dané 
výrobcem (11,4 mmol/l) se analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo 
zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v mmol/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí počítačové sítě, nebo po 
tisku v papírové formě spolu s vyznačením fyziologických hodnot, eventuelně s 
hvězdičkovým vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře.  
Poznámka: 
 Přepočet starších jednotek používaných dříve pro triglyceridy: mg/dl x 0,0114 = mmol. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobce udává referenční rozmezí uvedené s tím, že výsledek závisí na věku, pohlaví, 
dietě a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si každá laboratoř určila vlastní referenční 
rozmezí pro svou vlastní populaci [23, 35]. 
Referenčního rozmezí daná výrobcem:  0,34 – 2,28 mmol/l [29]. 
Udává se závislost na věku: 
0-29 let 0,23 – 1,71 mmol/l 
30-39 let 0,23 – 1,81 mmol/l 
40-49 let 0,23 – 1,94 mmol/l 
50-59 let 0,23 – 2,28 mmol/l [55]. 
 Interpretace výsledků,konzultační činnosti a hlášení 
Vyšetření triglyceridů je je indikováno u celé řady syndromů: 
¾ Vyšetření pacientů s rizikem ischemické choroby srdeční. 
¾ Součást genetického screeningu. 
¾ Při nefropatiích a thyreopatiích se prokazuje hypertriacylglycerolémie.  
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¾ Při hyperurikemickém syndromu je stanovení vhodné k vyloučení sekundárních 
poruch lipidového metabolismu (například: alkoholismus, cholestáza, dna, některé 
paraproteiny, těžké infarkty myokardu. 
¾ Při pankreatitidách. 
¾ U diabetes mellitus. 
¾ Vždy, když je zakalené sérum při odběru nalačno. 
¾ Jaterní onemocnění. 
¾ Hypotyreosy [36, 37, 38]. 
 Řízení jakosti 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálu je zapotřebí provádět denně a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd. Každá 
laboratoř by si měla určit vlastní frekvenci kontrol [1, 8]. 
Ke kontrole a řízení jakosti používáme kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
koncentracemi Triglyceridů pro uvedený princip metody [11].  
Pro tuto metodu je vhodný Human Precision Level 2 (kat. číslo UN 1557) označený jako 
R1 a Human Precision Level 3 (kat. číslo UE 1558) označený jako R2.  
Například Level 2 má u šarže 301 hodnotu koncentrace Triglyceridů 1,81 mmol/l, Level 3 
má u šarže 226 hodnotu koncentrace Triglyceridů 3,68 mmol/l. 
Kontrolní séra jsou dodávána v lyofilizované formě (1 balení obsahuje 20 ks lahviček á 
5 ml), před použitím je nutné provést rekonstituování. 
Doporučený postup rekonstituování lyofilizovaného materiálu. 
¾ Opatrně otevřít lahvičku a vyjmout gumovou vložku.Přitom věnovat maximální 
pozornost zabránění ztrátám lyofilizovaného materiálu zachyceného na gumové 
vložce (částečky materiálu ulpívají i na gumové vložce). 
¾ Přidat skleněnou nebo automatickou pipetou, určenou pouze pro ředění 
standardních a kontrolních roztoků, do lahvičky přesně 5,0 ml vody pro injekce 
(Aqua pro iniectione Ardeapharma). 
¾ Uzavřít gumovou vložkou a po 30 minutách opatrně promíchat otáčením a 
převracením (netřepat!) až do kompletního rozpuštění obsahu. Počkat alespoň 2 
hodiny, než se takto rekonstituovaný materiál použije ke kontrole. 
Lyofilizovaná kontrolní séra se uchovávají v lednici při teplotě 2 – 8 °C. V tom případě 
jsou stabilní až do doby expirace vyznačené na každé lahvičce. Rekonstituovaná (a eventuelně 
rozpipetovaná) uzavřená kontrolní séra jsou pro stanovení triglyceridů stabilní 7 dní při 
uchovávání v lednici při teplotě 2 – 8 °C [29]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze. Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen 
překročení některého z nastavených Westgardových pravidel určených pro vyhodnocování 
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regulačních diagramů) znamená, že se analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je 
nutné prověřit a po odstranění eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Samozřejmou součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast na mezilaboratorních 
kontrolách kvality organizovaných ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
 Jiné související informace 
 Výpočet indexu aterogenity IA:  
 
Chol
CholHDL
CholIA +−=  
 
Čím vyšší je index, tím vyšší je riziko aterosklerózy. AI slouží k eliminaci těch případů 
zvýšeného cholesterolu, které jsou způsobeny pouze zvýšením HDL a nejsou tedy rizikové. 
Výpočet LDL-Cholesterolu: 
 
)
2,2
Trigllcholestero (HDLCholLDL +−=  
 
Podmínky nutné pro výpočet LDL-Cholesterolu: 
Je nezbytné znát všechny tři hodnoty lipidů: celkový cholesterol, HDL-Cholesterol a 
triglyceridy (všechny hodnoty v mmol/l). 
Hladina triglyceridů musí být ≤ 3,5 mmol/l. 
Frakce LDL mají největší aterogenní účinek [52]. 
3.15. SOP  pro stanovení koncentrace C reaktivního proteinu (CRP) v séru  
 Abstrakt 
Kvantitativní stanovení C reaktivního proteinu (CRP) v séru imunoturbidimetrií soupravou 
ORION DIAGNOSTICA CRP na analyzátoru Olympus AU 400 [57]. 
 Kódy, názvy, definice a terminologie 
Ekvivalentní název: 
C reaktivní protein 
CRP 
Národní číselník laboratorních položek: 
00367 CRP (S; látková koncentrace [mmol/l]) 
Laboratorní informační systém : 
Stapro 
Seznam zdravotních výkonů VZP: 
91153 Rutinní stanovení CRP v séru na automatickém analyzátoru (141 bodů) [26]. 
Imunoturbidimetrický test ORION DIAGNOSTICA CRP je in vitro diagnostický test 
určený pro Pro kvantifikaci C reaktivního proteinu v lidském séru imunoturbidimetricky 
s použitím biochemických analyzátorů. 
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Dodavatelem setu je Orion Diagnostica, Bělohorská 57, Praha 6, 169 00. 
 Katalogové číslo 67393. 
 Princip 
Imunochemický test pro CRP firmy Orion Diagnostica je založen na měření 
imunoprecipitace v kapalné fázi.  
Protilátky proti lidskému CRP jsou přidány k alikvotnímu množství lidského vzorku 
s reakčním pufrem. Protilátky reagují s CRP v séru aglutinační reakcí (tvorba imunokomplexů 
a jejich precipitace je závislá optimálním složením reakční směsi).  
Vznik precipitátu se projevuje vzrůstem zákalu (zvýšením turbidity reakční směsi), který 
se měří fotometricky při vlnové délce 340 nm. Hodnota absorbance je pak úměrná 
koncentraci analytu [30, 57]. 
 Bezpečnostní aspekty 
Při stanovení je nutné, vedle obecných zásad bezpečnosti práce zachovávat především 
zásady bezpečné práce s potenciálně infekčním materiálem. 
 Teorie, použití preanalytické požadavky 
CRP je bílkoviná přítomná v krvi při některých zánětlivých chorobách např. systémových 
a revmatických. Je to významný protein akutní fáze, který je přítomný v nízkých 
koncentracích i u zdravých osob. Jakýkoliv patologický stav, spojený s invazivní bakteriální 
infekcí, zánět nebo poškození tkání, zvyšuje hladinu CRP v pacientově séru [58]. Nárůst 
hladin CRP je rychle, zvýšení je detekovatelné během 6-12 hodin po začátku zánětlivého 
procesu. Hladiny CRP dosahují maximálních hodnot mnohem rychleji než jiné zánětlivé 
parametry, takže poskytuje časovou indikaci patologických stavů [59]. 
 Odběr primárního vzorku 
Ke stanovení používáme sérum. Vzorky od pacientů je vhodné odebírat ráno na lačno.  
Při skladování a transportu vzorků je třeba dodržovat běžné zásady. 
 Omezení 
Vysoce hemolytické nebo lipemické vzorky mohou způsobovat chybné výsledky [33]. 
 Manipulace s materiálem 
Podle běžných zásad práce s biologickým materiálem. 
 Přístroje a pomůcky 
Biochemický fotometrický analyzátor Olympus AU 400 
Automatické pipety, laboratorní centrifuga. 
 Reagencie 
Souprava obsahuje CRP antisérum a CRP pufr.  
CRP antisérum (katalogové číslo 67393)  1x 50 ml 
CRP pufr (katalogové číslo 68499)  1x 200 ml 
Reagencie nejsou k přímému použití, musí se namíchat dle schématu: 
R1 CRP puf 
R2 = 13 ml CRP pufru + 2,6 ml CRP antiséra. 
Neotevřené reagencie jsou stabilní až do data exspirace uvedeného na obalu. 
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Skladovat při teplotě 2 – 8 °C. 
Reagencie obsahují azid sodný jako konzervační činidlo [57]. 
 Spotřební materiál 
Zkumavky vak.BIO 
Zkumavky BIO MPT A24 
Špičky k automatickým pipetám BSR 001 
Špičky k automatickým pipetám BSR 002 
Kepy HITACHI BSA 031 
Pasterky BSV 134 
MIKROZKUM Epp. bílá BSA 022 
 Příprava k činnosti 
Zpravidla jednou denně musí obsluha zkontrolovat zásobu a stav reagencií v reagenčním 
kruhu analyzátoru a nejméně jednou denně (nejlépe s každou měřenou sérií vzorků) provést 
kontrolu jakosti pomocí kontrolních materiálů. V případě, že výsledky kontrol neodpovídají 
nastavenému tolerančnímu rozmezí musí se provést nová kalibrace, eventuálně nalézt a 
odstranit případná závada a následně zopakovat kontrola jakosti [1, 7].  
V pravidelných intervalech se také musí provést předepsaná údržba analyzátoru, viz 
manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
 Pracovní postup 
Podrobný návod včetně ovládání viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pracovní činidla R1 a R2 se vloží do reagenčního kruhu analyzátoru. 
Pipetované objemy pro sérum:  
                               R1 :   250 µl  Diluent:  0 µl 
                               R2 :   25 µl  Diluent:  0 µl 
                               Vzorek:  20 µl  Diluent:  0 µl 
Vlnová délka: hlavní 340 nm vedlejší 380 nm 
Metoda:  END 
Reakce:  +  
1. bod:  první 0  poslední 27 
2. bod  první 0  poslední 10 
 Stručný popis postupu 
Přesný popis analýzy včetně ovládání  přístroje, viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Obsluha analyzátoru umisťuje rutinní analyzované vzorky séra v kepech HITACHI 
v naplánovaném pořadí do vzorkových šedých stojánků a ty do podavače analyzátoru. 
Analýza probíhá automaticky. Požadavky na analýzy se do analyzátoru mohou přenášet 
počítačovou sítí prostřednictvím laboratorního informačního systému nebo se zadávají ručně 
pomocí klávesnice řídícího počítače analyzátoru.  
Výsledky se z analyzátoru automaticky přenášejí zpět do laboratorního informačního 
systému. Po analytické a lékařské kontrole jsou vydány požadujícímu pracovišti. 
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 Kalibrace a návaznost 
Přesný  postup kalibrace viz manuál analyzátoru Olympus AU 400. 
Pro kalibraci se používá souprava CRP kalibrátorů (kat. č. 68090), která je k přímému 
použití. Koncentrace každého z kalibrátorů je uvedena na zvláštním listě, který je specifický 
pro každou šarži. Kalibrátory jsou dodávány v tekuté formě (5x1 ml) a skladují se při teplotě 
28 °C [57]. 
Kalibrátory jsou standardizovány podle IFCC referenčního materiálu CRM 470 jako 
primárního referenčního standardu [24]. 
Bezprostředně po kalibraci je nutné provést proměření kontrolních materiálů.  
Rekalibraci je třeba provést vždy při doplnění nové reagencie, při změně šarže, při 
významné změně výsledků kontrolních materiálů, po velké údržbě analyzátoru a po výměně 
důležité součásti analyzátoru [57]. 
 Metrologické parametry 
Mez detekce: 
průměr + 3 směrodatné odchylky slepého vzorku): v séru: < 4 mg/l  
Linearita: 
Standardní přídavky v sériovém ředění CRP vzorků (188 mg/l) se pohybovaly v rozmezí 
87%-101%. 
Specificita: 
Interferující látky: 
Triglyceridy (Intralipid):  ≤ 9 mmol/l  žádná interference 
Hemoglobin:   ≤ 5 g/l   žádná interference 
Bilirubin:   ≤ 400 µmol/l  žádná interference 
Kyselina askorbová: ≤ 35 mg/l  žádná interference [34]. 
Analytická nepřesnost: počet vyšetřených vzorků= 20 
SD = směrodatná odchylka %VK = variační koeficient v % 
 
n = 20  
Průměr 
mg/l 
SD 
 mg/l 
VK % 
17 1,0 5,7 
79 1,9 2,4 
173 5,6 3,2 
 
Přebytek antigenu: 
Koncentrace CRP menší než 600 mg/l nedávají falešně nízké výsledky [57]. 
 Dokumentace, zpracování dat a vydávání výsledků 
Automatický fotometrický analyzátor vyhodnotí naměřenou turbiditu vzorku podle platné 
kalibrace. 
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Výsledek se průběžně zobrazuje na monitoru řídícího počítače analyzátoru a současně se 
automaticky přenáší do laboratorního informačního systému LIS. Mimo to je možný průběžný 
tisk výsledků  na připojené tiskárně. Následuje analytická a lékařská kontrola výsledků a 
jejich výdej na příslušná pracoviště. 
Jestliže při měření dojde například k překročení kalibračního limitu, k atypickému průběhu 
reakce nebo k nějaké závažné chybě při analýze, objeví se na monitoru vedle výsledku 
příslušná značka (podrobnosti viz manuál analyzátoru Olympus AU 400). 
Analyzátor Olympus AU 400 je nastaven tak, že při překročení kalibračního rozsahu se 
analýza automaticky zopakuje s vhodným ředěním nebo zakoncentrováním vzorku. 
Výsledky se vydávají v mg/l na dvě desetinná místa. Předávají se (po splnění všech 
požadavků na stanovení a po tom, kdy výsledky projdou analytickou a lékařskou kontrolou) 
na analýzu požadující pracoviště buď v elektronické formě pomocí laboratorního 
informačního systému Stapro, nebo po tisku v papírové formě spolu s vyznačením 
fyziologických hodnot, eventuelně s vyznačením jejich překročení. 
Všechny výsledky se archivují v elektronické formě v laboratorním informačním systému 
a mimo to ještě v papírové formě v jednou denně vytištěné hlavní knize laboratoře. 
 Referenční a varovná rozmezí 
Výrobci uvádí  následující referenční fyziologická rozmezí: 
Sérum:  < 10 mg/l 
Každá laboratoř by si ale měla určit vlastní rozmezí, které závisí na věku, pohlaví, dietě a 
geografické poloze, pro populaci pro kterou zajišťuje stanovení [23, 35]. 
 Interpretace výsledků, konzultační činnosti a hlášení 
Zvýšené hodnoty CRP v séru:  
¾ Bakteriální meningitida 
¾ Sepse 
¾ Revmatoidní arthrityda 
¾ Apendicitida 
¾ Pneumonie 
¾ V případě zánětů močových cest je CRP nejspolehlivějším laboratorním testem pro 
diferenciaci pyelonephritidy od cystitidy 
¾ Hodnocení rozsahu infarktu při akutním infarktu myokardu a výsledku po 
ischemické mrtvici 
¾ Kvantitativní měření CRP je citlivý indikátor účinnosti antimikrobiální terapie a při 
monitorování a kontrole pooperačních infekcí [36, 37, 59]. 
 Řízení jakosti, interní kontrola kvality 
Kontrolu kvality pomocí kontrolních referenčních materiálů provádíme každé pondělí a 
dále například vždy po rekalibraci, po servisním zásahu spojeném s výměnou významné 
součásti analyzátoru, při jakékoliv pochybnosti o správnosti analýzy vzorků, atd [1, 7].  
Ke kontrole a řízení jakosti se používá kontrolní materiál na bázi lidského séra s určenými 
hodnotami CRP pro uvedený princip metody [11, 8]. 
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 Vhodným materiálem pro tuto metodu je ITA CONTROL SERUM 1 (Olympus) 
katalogové číslo ODC 0014 šarže 010 má pro CRP hodnotu 19,3 mg/l. Kontrola je dodávána 
v tekutém stavu, uchováváme ji v lednici při teplotě 2 – 8 °C [57]. 
Výsledky získávané při analýzách kontrolních materiálů se průběžně zaznamenávají do 
kontrolních regulačních diagramů. V regulačních diagramech jsou mimo průměrných hodnot 
kontrolního materiálu vyznačeny i varovné (průměr ± 2 x směrodatná odchylka) a regulační 
(průměr ± 3 x směrodatná odchylka) meze.  
Eventuelní překročení těchto mezí (nebo i jen překročení některého z nastavených 
Westgaardových pravidel určených pro vyhodnocování regulačních diagramů) znamená, že se 
analýza musí pozastavit, metodu a postup stanovení je nutné prověřit a po odstranění 
eventuelně zjištěné závady analýzu zopakovat [11]. 
Samozřejmou součástí kontroly a řízení jakosti je pravidelná účast v systému externí 
kontroly kvality organizovaném ve vhodných intervalech například firmou SEKK [22]. 
 
Ze zpracovaných Standardních postupů je zřejmé, že i veškerá činnost prováděná na plně 
automatických analyzátorech je náročná z hlediska zajištění jakosti. Správná a přesná činnost 
pracovníků i analyzátorů musí být systematicky kontrolována a prověřována, protože na 
podkladě získaných výsledků se v nemocnicích nastavují léčebné procesy, jejichž účelem je 
uzdravení pacienta. I v tomto typu laboratoří musí být zaveden systém jakosti, který má dvě 
vzájemně související hlediska: 
                           ⇒ Potřeby a očekávání zákazníka 
                           ⇒ Potřeby a zájmy organizace 
Při zavádění systému jakosti a zpracování Příručky jakosti se vycházelo z norem ISO 
14002; 9002 Systém jakosti – Model zabezpečování jakosti při výrobě, instalaci a servisu. 
Příručka jakosti byla vytvořená jmenovaným kompetentním orgánem, který použil platné 
dokumenty, odkazy na normy a plány uvedené v seznamu, používané při zabezpečovaní a 
zlepšování jakosti. Dokumenty nižších úrovní (směrnice, pracovní postupy) jsou dostupné jen 
pro určené uživatele Příručky jakosti. Toto nařízení platí také pro Standardní operační 
postupy, které jsou sice dostupné pro pracovníky, kteří podle zde popsaných metod provádějí 
analýzy, ale nejsou dostupné pro zákazníky.   
Tato příručka je základem pro systém zabezpečení jakosti měření v laboratoři, který musí 
nutně odpovídat mezinárodně přijatému systému zabezpečení QA/QC a GLP laboratoří. 
Ustanovení  Příručky jakosti jsou pro všechny pracovníky laboratoře závazná a slouží jako 
metodický návod činnosti a prezentace výsledků měření. Uvedené údaje slouží také jako 
informace pro zákazníky, auditní komise a akreditační plán.  
Příručka jakosti je majetkem uvedené laboratoře a je uložena u vedoucího laboratoře. 
Přezkoumání obsahu  je prováděno minimálně 1x ročně managerem jakosti. Je pravidelně 
aktualizována. S jakoukoliv provedenou změnou je povinen vedoucí laboratoře nebo jeho 
zástupce neprodleně pracovníky seznámit. Ti jsou povinni se příručkou jakosti při své 
činnosti řídit a také neprodleně upozornit vedení laboratoře na veškeré skutečnosti , které jsou 
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v rozporu s ustanovením Příručky jakosti nebo jim zabraňují pracovat přesně dle ustanovení 
Příručky. 
Odměny pracovníků provádějících zkoušky nezávisí na výsledcích a počtu  provedených 
měření. Činnost laboratoře nesmí být ovlivněna pedagogickou  a komerční činností. Laboratoř 
je pro uvedená měření oprávněna uzavírat smlouvy o provedené práci. Za své závazky, které 
vyplývají z těchto smluv, nese příslušnou odpovědnost vedení laboratoře. 
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4. ZÁVĚR 
Předložená diplomová práce řešila otázku zavedení systému jakosti do Laboratoří klinické 
biochemie, tj. laboratoří produkujících výsledky, na jejichž podkladě se stanovuje diagnóza a 
určuje se optimální léčebný postup pro daného pacienta. V rámci řešení bylo dosaženo 
následujících poznatků: 
¾ Byla zpracována rešerše o významu zavádění systému jakosti 
¾ V teoretické části byla zpracována základní pravidla pro vytvoření Příručky jakosti, 
která je hlavním dokumentem akreditovaných a auditovaných laboratoří 
¾ Pro danou příručku byly zpracovány jednotlivé kapitoly řídící se politikou jakosti, 
zahrnující kromě cílů také stanovení zodpovědností pro jednotlivé typy 
managementu 
¾ V rámci praktické části bylo zpracováno celkem 15 Standardních operačních 
postupů zaměřených na stanovení základních biochemických ukazatelů, na jejichž 
základě se stanovuje diagnóza a navrhuje se optimální léčebný postup pro pacienta. 
¾ Ze zpracovaných Standardních operačních postupů vyplynulo, že také při práci 
s plně automatizovanými analyzátory je nutné dodržovat zásady dobré laboratorní 
praxe a dodržovat v rámci zajištění kvality systém QA/QC. 
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6. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
ACE   angiotenzin konvertující enzym 
ADP   adenozindifosfát 
ALT   alaninaminotransferáza 
ALP   alkalická fosfatáza 
AST   aspartátaminotransferáza 
CE   značka zhody 
CRP   C- reaktivní protein    
EDTA   kyselina etylendiaminotetraoctová 
EHK   externí hodnocení kvality 
GIT   trávicí ústrojí (gastrointestinální trakt) 
GLDH   glutamátdehydrogenáza 
GSCC   Německá společnost pro klinickou biochemii 
HDL   lipoprotein o vysoké hustotě (high-density lipoprotein) 
IFCC   Mezinárodní společnost klinické biochemie pro laboratorní medicínu 
ISE   iontově selektivní elektroda 
IVD   in vitro diagnostika 
LIS   laboratorní informační systém 
LDH   laktátdehydrogenáza 
LDL   lipoprotein o nízké hustotě (low-density lipoprotein) 
LPL   lipoproteinová lipáza 
MD   malátdehydrogenáza 
NAD+, NADH nikotinamidadenindinukleotid ( oxidovaná a redukovaná forma) 
OKB   Oddělení klinické biochemie 
S   sérum, materiál k danému stanovení 
SEEK   systém externí kontroly kvality 
SOP   standardní operační postup 
SMJ   systém managementu jakosti 
TRIS   tris-hydroxymetylaminometan 
U   moč (urine),  materiál k danému stanovení 
VLDL   lipoproteiny o velmi nízké hustotě (very low-density lipoproteins) 
VZP   Všeobecná zdravotí pojišťovna 
VLDL   lipoproteiny o velmi nízké hustotě (very low-density lipoproteins) 
VZP   Všeobecná zdravotní pojišťovna 
 
